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I.l. FLUX INTERORGANS D'AMINOACIDS.

Encara avui
�

es corrent considerar que la nutrició

d'organismes pluricel.lulars segueix el mateix model que per

organismes unicel.lulars,

pel tracte digestiu es

és a dir que l'aliment absorbit

reparte ix entre les diferents

cel.lules

aquestes no

sol donar

de l'organisme de forma homogenia, com si entre

hi haguessin diferencies funcionals, i així es

molta importancia a la classificació dels

aminoacids entre essencials -aquells que l'organisme pot
sintetitzar en quantitats suficients- i els no essencials

aquells que no els pot sintetitzar, o no ho fa de manera

suficiente Obviament, l'existencia d'un organisme animal

pluricel.lular comporta l'existencia d'una gran

especialització funcional, i per tant estructural, dels

diferents teixits i organs que el composen, donant lloc, per

tant, a una gran diversificació de capacitats i

característiques metaboliques i, com a consequencia d'aixo,
de necessitats de nutrients especifiques segons els grups de

cel.lules. Així, un nutrient que no és essencial per

l'organisme entés com un tot, si que pot ser-ho per una

cél.lula -grup de cél.lules- determinada, i a més a mes,

aquesta necessitat pot ser variable segons l'estat

fisiologic de l'organisme. Aquesta especialització
metabolica dels diferents grups de cel.lules de l'organisme
implica que els nutrients que arribin a una determinada

cel.lula siguin el resultat de molts factors: de la

composició de la dieta i de l'alteració que s'esdevé en

major ó menor grau en la composició de nutrients de la sang
en passar pels diferents teixits de l'organisme. Per tant,

alteracions fisiologiques ó patologiques que afectin a

organs i teixits concrets poden tenir incidencia en zones

anatomicament molt allunyades d'aquests, com succeeix,

ejemple, en casos de malfuncionament hepatic que

per

poden
comportar alteracions en la síntesi de dopamina i
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catecolamines en el cervell (encefalopatia hepatica) •

Aquesta necessitat de fluxos entre els organs de nutrients

potser resultin més clars, i estudiats, per la glucosa i els

cossos cetonics. Pero fins i tot en aquests casos encara no

están plenament definits, ni de bon troc, els processos

reguladors homeostatics d'aquests fluxos. Des d'aquesta

prespectiva no resulta estrany que la situació sigui molt

més fosca pel cas deIs aminoacids, donat que són més de vint

compostos diferents tant en estructura com en funció.

Aquesta introducció, doncs, estara mes orientada a la

relació entre els organs del flux d'aminoacids que no pas a

una revisió exhaustiva de les vies metabóliques d'aquests

compostos.

I.l.l. Intesti.

La interpretació del paper de l'intesti en el flux

interorgans d'aminoacids ha anat evolucionant en els últims

anys a mesura que s'ha anat descubrint algunes

caracteristiques especifiques d'aquest organ en el

metabolisme d'aminoacids. Aixi, ha passat d'ésser un simple
pas en el flux d'aminoácids de la dieta cap a la ciculació

de l'animal -i per tant, cap a les altres cel.lules de

l'organisme- a tenir un paper regulador de la qualitat i de

la quantitat d'aminoacids que realment allibera a la

circulació.

Les proteines de la dieta son la principal font de

components nitrogenats de l'organisme. No obstant, en

animals remugadors s'ha de tenir en compte la important
contribució de la flora microbiana del rumen en l'aport de

proteines. En animals monogastrics, una font també molt

important son les proteines endogenes provinents de les

glandules salivals, de l'estomac, intesti, conductes
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biliars, pancreas etc., les quals poden sumar en humans uns

50-60 grams de proteina per dia, la qual cosa representa un

30-50 % del total de proteines que entren a la llum

intestinal

proteines
mitjancant

(Alpers,

(Freeman

en la

i Kim, 1978).

llum intestinal

El destí

llur

d'aquestes
hidrolisi,

�

es

les 13 peptidases descrites en el "brush-border"

1986), a aminoacids lliures, i també a una certa

proporció de peptids curts de 2 a 4 aminoacids) que

escapen a la digestió. Aquests productes de la hidrolisi

luminal i del "brush-border" són transportats per diferents

mecanismes presents en totes les cel.lules del "brush-

border" intestinal. Un cop dins deIs enterocits, els

aminoacids
�

son degradats, metabolitzats a d'altres

aminoacids, incorporats a proteines ó alliberats intactes a

la sang portal.

I.1.1.1. Absorció d'aminoacids

L'intestí prim es el lloc primari de l'absorció de

glucosa i d'aminoacids cap a la sango Aquests soluts son

transportats per tres processos: difusió simple, difusió

facilitada i transport actiu. La difusió simple succeeix per

vies paracel.lulars i cel.lulars, mentre que el transport
(tant l'actiu com la difusió facilitada) només s'esdevenen a

través de la cel.lula (Stevens i col., 1982). El transpo�t a

través de l'enterocit compren: a) captació de la llum

intestinal a través de la membrana del "brush-border".

b) difusió a través del citoplasma i c) sortida a la sang

portal a través de la membrana basolateral. La membrana del

úniques, mentre

similars a les

"brush-border" té propietats transportadores
que les membranes basolaterals són molt

membranes plasmatiques de cel.lules no

continuació farem una breu descripció
aquests dos tipus de membranes.

epitelials.
del transport

A

en
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-Membranes del "brush-border". Difusió passiva.

Treballs on s'han estudiat els coeficients de

permeabilitat deIs diferents aminoácids a través de la

membrana del "brush-border" intestinal han mostrat que

existeix una gran similitud entre la sequencia ordenada que

s'obté per aquestes membranes respecte a membranes no

epitelials (Stevens i col., 1982). Per exemple, la

fenilalanina (aminoacid neutre lipofilic) difon molt mes

�

l d (1 4 1
-1 ,-1) '11 1 Lí

,

rap� ament P=. � .mg .m�n , en con� , que a �s�na

(aminoacid cationic) (P=O.6). La sequencia mesurada seria

fenilalanina> �-alanina> manitol> alanina> Me-AlB> prolina>

glicina> lisina (Stevens i col., 1982).

-Membranes del "brush-border". Sistemes de transporto

Hi ha diferencies especifiques quan a la presencia
de diferents sistemes de transport d'aminoacids en la

membrana lurninal de l'intesti, i per altra banda, tampoc
existeix acord en la descripció d'aquests sistemes

d'una mateixa especie.

dins

Munck (1985a,b) descriu 5 sistemes de transport en

l'ileum de conill:

1) Sistema dependent de sodi d'alta afinitat que

transporta aminoacids neutres, i no accepta aminoacids

cationics, ni iminoacids, ni aminoacids que no siguin
oI-arninoacids.

2) Sistema dependent de sodi d'alta afinitat que

transporta aminoacids neutres i cationics, i que no

accepta amimoácids que no siguin �-am�noacids, ni

iminoacids.

3) Sistema dependent de sodi de baixa afinitat per

aminoacids neutres i cationics, que no accepta ni no-�-
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aminoacids ni iminoacids.

4) Sistema dependent de sodi d'afinitat intermedia per

iminoacids, i que és de baixa afinitat per aminoacids

neutres, i no accepta aminoacids cationics ni no-�

aminoacids.

5) Sistema independent de sodi d'alta afinitat per

aminoacids neutres i cationics, que no accepta no-�

aminoacids.

No obstant, Stevens i col. (1984), treballant amb

vesicules de membrana luminal d'ileum de conill, troben

també la presencia de 5 sistemes de transport d'aminoacids,

pero els defineixen d'una altra manera: Per aquests autors

existeixen 2 sistemes independents de sodi, semblants als

descrits en altres tipus cel.lulars.: Un sistema L per

aminoacids neutres, amb preferencia pels aminoacids

lipofílics com la fenilalanina, leucina i l'analeg BCH (acid

hemihidrat 2-amino-2-norbonanecarboxilic) emprat

precisament per a la caracterització del sistema L en

cel.lules d'Ehrlich (Christensen, 1979). El segon sistema

transporta aminoacids cationics com lisina (Murer i Kinne,

1980), anomenat sistema Ly+ en cel.lules no epitelials
(White i Christensen, 1980).

Apart d'aquests dos sistemes no dependents de sodi,
existirien 3 sistemes dependents de Na+ únicament presents
en la membrana del "brush-border" intestinal i no descrits

en altres cel.lules no epitelials. Aquests sistemes serien:

1) sistema NBB (Neutral Brush Border) per a la majoria
d'aminoacids neutres (principalment aquells que son

zwiterions a pH:7.5) i mostra una certa interacció amb BCH.

Aquest sistema no interacciona amb MeAIB (acid metil-amino

isobutiric) i per aixo no es tracta del sistema A¡ i tampoc
no es el sistema ASC ja que transporta

2) sistema PHE per fenilalanina i

glicina i

metioninafenilalanina.
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principalmente 3) sistema IMINO, el qual exclusivament

transporta iminoacids (prolina, hidroxiprolina) i MeAIB.

Encara que aquest sistema IMINO sigui l'únic transportador
de MeAIB en membranes del "brush-border", es diferent del

sistema A ja que exclou l'alanina i altres aminoacids de

cadena curta.

-Importancia relativa de les diferents vies

Diferents treballs de Munck (1985a) i Stevens (1984)

han abordat el fer una comparació entre la importancia de la

difusió passiva en front de la captació mitjancant

transporto Per exemple, en vesicules de membranes del

"brush-border" d'ileurn de conill s'ha calculat que la

fenilalanina és captada via difusió (P=1.4 pl/mg/min), via

sistemes independents de sodi (Km:O.3 mM¡

nrnols/mg/min) i via sistemes dependents de sodi

Vmax:37 nrnols/mg/min). A una concentració de 2.5

Vmax:1.8

(Km: 9mM¡

mM la

captació via difusió és aproximadament un 25% de la captació
total, el mateix percentatge que per la via de sistemes

independents de sodio A 17 mM la difusió supera a les altres

dues vies d'entrada de l'aminoacid. Per tant, la difusió

simple és una via significativa d'entrada d'aminoacids, si

bé, a concentracions baixes, predominen les vies mitjancant
sistemes de transporto

.

-Membranes basolaterals

Com ja hem comentat anteriorment les membranes

basolaterals de l'intestí presenten unes propietats de

transport similars a les trobades de forma quasi general en

membranes no epitelials. Aixi, s'han descrit processos de

difusió passiva, sistemes independents de sodi i sistemes

dependents de sodi deIs tipus descrits en altres cel.lules.

Apart d'aquesta diferencia entre les membranes del "brush-
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border" i les basolaterals de l'intestí quant a

l'especificitat deIs sistemes descrits en les primeres i la

universalitat deIs sistemes descrits en les segones, també

destaca el fet de que en la mambrana basolateral predominen
els sistemes independents de sodi, mentre que en les del

"brush-border" son sistemes dependnets de sodi els

majoritaris (Hopfer i col., 1976; Murer i Kinne, 1980;

Schafer i Barfuss, 1980).

-Difusió passiva

La membrana basolateral és mes permeable als aminoacids

que la membrana del "brush-border". Per exemple, la

permeabilitat per l'alanina és de l'ordre de 4.5 pl/mg/min.
en la membrana basolateral (Mircheff i col., 1980) i de

l'ordre de 1 }ll/mg/min. en la membrana del "brush-border"

(Stevens i col., 1982). Aquesta caracteristica s'interpreta
com una facilitat per a que els aminoacids que s'acumulen en

l'enterocit, provinents de la llum intestinal, puguin
difondre facilment cap a la sang (Stevens i col., 1984).

Interpretació, per altra banda, consistent amb observacions

autorradiografiques del teixit intacte (Paterson i col.,
1982) •

-Sistemes independents de sodi

El sistema L és el mes important transportador deIs

aminoacids neutres (Hopfer i col., 1976; Mircheff i col.,
1980). Per l'alanina, el sistema L és el predominant,
contribuint aproximadament al 50% del flux total entre un

marge de concentracions de 0.5-1 mM. Per sobre de 1mM

predomina la difusió.
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-Sistemes dependents de sodi

Malgrat la importancia quantitativa que tenen els

sistemes independents de sodi en el transport d'aminoacids

neutres en la membrana baso lateral de l'intesti, Mircheff i

col. (1980) demostraren l'existencia d'un transport

dependent de sodi per a l'alanina. A baixes concentracions

d'alanina «20 pM) aquesta via dependent de sodi representa

un 30% del transport basolateral total del jeja. Per a

concentracions d'alanina per sobre de 150 pM la contribució

de la via dependent de sodi és molt poc important «10%).

Aquest petit transport dependent de sodi s'ha interpretat
com un mecanisme que permet a l'enterocit obtenir aminoacids

pel seu propi manteniment i metabolisme quan les

concentracions d'aminoacids en la llum intestinal són molt

baixes (Stevens i col., 1984).

I.l.l.2. Sintesi de proteines.

EIs aminoacids absorbits, en sa major part, son

alliberats a la sang portal per a llur distribució cap els

altres teixits de l'organisme. No obstant, una part

important deIs productes de degradació, tant luminal com

intracel.lular, de proteines s'usa pel manteniment del rapid
recanvi de la població d'enterocits, i per a la considerable

quantitat de proteines secretades que son alliberades per

l'intesti primo Aproximadament el 10% deIs aminoacids

absorbits en rata són incorporats "in vitro" a proteines
dins la mucosa intestinal (Bronk i Parsons, 1966). A mes a

mes, sha comprovat que la mucosa de l'intesti prim de rates

joves té el recanvi de proteines mes alt de tots els

teixits, essent del 136% per dia ó del 9.8% de la sintesi

proteica total de l'organisme (Garlick, 1980). La polaritat
de l'enterocit també es manifesta en la font d'aminoacids

per a la sintesi de proteines: Alpers i Thier (1972)
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comprovaren que els aminoacids luminals eren la font per a

la sintesi de proteines del "brush-border", mentre que els

aminoacids sistemics ho eren de les proteines basolaterals.

Sigui com sigui, aquesta alta taxa de recanvi proteic li

confereix a l'intesti una alta capacitat d'adaptar-se a

canvis de la frequencia i qualitat de la dieta (Alpers,

1986) .

I.1.1.3 Contribució de l'intesti als fluxos interorgans
d'aminoacids

Apart de la capacitat selectiva d'absorció d'aminoacids

i de l'ús que en pot fer de part d'aquests aminoacids per a

sintesi de proteines, l'intesti també (i principalment) pot

alterar qualitativament i quantitativa la composició
d'aminoácids que allibera a la sang portal, com a

consequencia de l'actiu metabolisme d'aminoacids que

presenta.

L'estudi per diferents autor s de fins a quin punt
existeix correlació entre el patró d'aminoacids portals i

els aminoacids de la dieta ha mostrat que, malgrat haver-hi

deferencies especifiques, només es pot parlar de similitud

des d'un punt de vista qualitatiu per aquells aminoacids que

no són metabolitzats en aquest teixit, principalment els

aminoacids essencials (Aikawa i col., 1973; Rémésy i col.,

1978; Bourdel i col., 1981 entre d'altres), mentre que

existeix una certa constancia en un alliberament més alt del

que correspondria, segons la concentració en les proteines
de la dieta, de prolina, citrul.lina i alanina, i més baix

per glutamina i, en alguns cassos, glutamat.

L'esquema del metabolisme d'aminoacids intestinal es

basa principalment en l'important consum de glutamina per a

l'obtenció d'energia (Windmueller i Spaeth, 1974;
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Windmueller, 1980). Aquests autor s han demostrat, fent

diferencies arteriovenoses (v.porta-a.aorta) que l'intestí

de diferents espec�es: rata, rates sense flora intestinal,

monos, gats, hamsters, capta glutamina plasmatica (del 25 al

33% de la glutamina plasmatica és captada a cada pas a

través del teixit). També van estudiar "in vitro" el destí

de la glutamina captada i comprovaren que, en perfusions
d'intestí aIllat de rata, l'esquelet carbonat de la

glutamina s'incorpora parcialment a material del teixit

insoluble en acid (14%), a CO2 (57-64%), glucosa (6%),
lactat (13%), citrul.lina (6%), prolina (6%), alanina (4%) i

glutamat (0.4), mentre que el nitrogen de la glutamina
s'allibera en forma d'amoni (38%),

-

citrul.lina (28%),
alanina (24%) i prolina (7%). Així mateix, comprovaren que

la glutamina plasmatica fou la font del 35% del total de CO2
produit pel jejú de rates postabsortives. Aquesta
utilització de glutamina ve determinada pels alts nivells

d'activitat glutaminasa que té l'intestí (Windmueller,

1980). Altres estudis de Windmueller i Spaeth (1980) sobre

la importancia relativa de la glutamina front a la

utilització de cossos cetonics i glucosa, fets en segments
de jejú amb aport arterial intacte, i recullint tota la

sortida venosa, mostraren que quan la llum intestinal es

buida de tot residu de la dieta, del total de CO2 produit
que és derivat del metabolisme deIs substrats arterial s un

46% provenia de la glutamina, un 11% de l'acetoacetat i un

10% de la glucosa. Per altra banda, l'alliberament d'amoni,
citrul.lina,

nitrogen
Perfundint

de

alanina i prolina a la sang sumava un 97% del

la glutamina metabolitzada per l'intestí.

continuament la llum intestinal amb una solució
simulant la dieta, contenint 70 mM de glucosa i 20 mM de L-

aminoacids, el percentatge del total de CO2
provenia d'aquells substrats fou: un 39%

glutamat i aspartat de la llum intestinal,

resp_irat que

de glutamina,
un 38% de la

glutamina arterial i un 6% de glucosa luminal. Només un 3%
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de la glucosa luminal transportada a través de l'intestí fou

metabolitzada. Aquestes dades mostren la gran importancia de

la glutamina com a substrat respiratori per l'intestí en

front de la glucosa.

Aquesta utilització de glutamina sembla ser, en certa

forma, independent de l'estat fisiologic de l'animal.

Estudis de diferencies arteriovenoses mostren que l'intestí

capta glutamina en rates alimentades, ja sigui amb dietes

hiperproteiques (Yamamoto i col., 1974; Rémésy i col., 1978;

Bourdel i col., 1981) ó amb dietes hiperglucídiques (Rémésy
i col., 1978). També en rates dejunades (Aikawa i col.,

1973), en humans postabsortius (Felig i col., 1973), en gos

(Elwyn i col., 1972) i en be (Bergman i Heitmann, 1978).

La captació de glutamina per l'intestí pot estar

afectada per

acetoacidotiques

estats d'acidosi

diabetiques

metabolica. En

(tractades

rates

amb
.

estreptozotocina) l'intestí no capta glutamina (Brosnan r

col., 1983; Watford i col., 1984), la qual cosa s'interpreta
com un mecanisme adaptatiu per a facilitar la captació renal

de glutamina que s'esdevé en aquestes situacions (Vinay i

col., 1980; Heitmann i Bergman, 1980; Brosnan i col., 1980).
Amb l'ús d'altres models d'acidosi metabolica no s'ha trobat

aquest efecte (Schrock i Goldstein, 1981) la qual cosa pot
fer pensar que el factor que redueix la captació de

glutamina per l'intestí no sigui l'estat d'acidosi "per se"

sino que podrien ser els altissims nivells de cossos

cetonics circulants que hi ha en diabetis.

La manca de dieta, el dejuni, pot provocar que

l'intestí esdevingui un captador net d'aminoacids. Així,
Webber i col. (1973) han descrit que l'intestí de gos dejunat
capta significativament serina, valina, isoleucina, leucina,
tirosina, fenilalanina i histidina, necessaria per a
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sustentar l'alta síntesi de proteines d'aquest teixit.

Aquest efecte, pero, no es del tot cIar ja que Elwyn i col.

(1968) no observen captació neta per l'intestí de gos

dejunat. Les discrepancies poden ser degudes al grau en que

siguin absorbits aminoacids provinents de proteines

endogenes que ernmascarin la captació intestinal mesurada per

diferencies arteriovenoses.

I.1.2. Fetge

Es considera que el fetge és l'organ que distribueix

els aminoacids cap a la resta de l'organisme. La seva

situació anatomica -l'organ que reb primer el flux

d'aminoacids provinents de l'intestí, i per tant de la

dieta- es especialment idonia per aquesta funció. També,

pero, s'ha de tenir en compte la cabdal importancia que té

el fetge en la síntesi de proteines i en el metabolisme

d'aminoacids, així com en la capacitat per a formar urea

(forma no toxica d'excretar l'amoni produit en el

metabolisme de compostos nitrogenats), i en l'existencia en

les cel.lules d'aquest organ de �iferents vies metaboliques,
com per exemple la gluconeogenesi de la qual alguns
aminoacids són importants substrats. Obviament, dones, el

paper del fetge en el flux interorgans d'aminoacids es mes

complex que el de simplement atemperar aquests fluxos,
evitant que fluctuin excessivament com a consequencia deIs

ritmes discrets en el temps de la ingesta.

La capacitat del fetge per a regular
ha estat posada de

els nivells

d'aminoacids circulants, manifest per

elFujita
fetge

i col. (1981) en estudis en els que perfundiren
de rates amb solucions sense aminoacids i analitzaren

l'alliberament d'aminoacids pel fetge. El fetge té una

relació aminoacids essencials/aminoacids totals més baixa de

la que es troba en plasma. Per tant, en un sistema tancat on
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nomes hi ha fetge i medi de perfusió lliure d'aminoacids,

s'hauria d'esperar que la relació E/T en el medi perfundit

tendís a assemblar-se a la del fetge. Es troba, pero, que

aquesta relació era mes semblant a la plasmatica que a

l'hepatica: hi havia un alliberament preferencial
d'aminoacids essencials mentre que el fetge mantenia la seva

E/T característica. Els aminoacids provenien de proteines

hepatiques, pero mentre que els aminoacids no essencials

eren catabolitzats, els essencials eren proporcionalment

menys degradats i per tant alliberats en major quantia.

La captació d'aminoacids per part del fetge es

dependent del flux d'arribada. S'ha comprovat que el

de rates capta aminoacids de forma quasi linial

molt

fetge
a la

concentració en la vena porta, en un marge de concentracions

que inclouen les fisiologiques, en alimentar-les amb dietes

amb continguts creixents de proteines (Rémésy i col.,1978).

Amb dietes amb un 50% de proteines s'observa que el fetge
extreu un 49% de l'alanina plasmatica portal, mentre que amb

dietes altes en carbohidrats i baixes en proteines (13%)

l'extracció relativa d'alanina és del 25%. La captació
d'alanina amb dietes de contingut proteic baix (13%) es

realitza contra gradient (v. porta 1.29 mM i en fetge 2.36

mM), mentre que amb la dieta hiperproteica hi ha una

davallada dels nivells tissulars (1.72 mM) que s'esdevé en

paral.lel amb uns nivells portals mes alts (2.09 mM)
afavorint-se d'aquesta manera la forta captació
d'alanina que hi ha amb dietes hiperproteiques
col., 1978). Aquesta situació sembla extrapolable a d'altres

aminoacids, es a dir que quan hi ha un aport incrementat

d'aminoacids com a consequencia d'una dieta hiperproteica,
la concentració intrahepatica d'aminoacids disminueix, la

qual cosa afavoreix la captació hepatica en disminuir -i

fins i tot revertir en alguns casos- el gradient de

concentracions entre el plasma i l'interior de la cel.lula.

hepatica
(Rémésy i
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La capacitat del fetge per atemperar els nivells

circulants d'aminoacids no es únicament una consequencia de

la seva situació fisiologica, sinó que s'ha comprovat que es

una característica intrínseca al propi fetge. S'ha observat

que quan s'infundeixen aminoacids per venes periferiques - i

per tant anatomicament molt allunyades del fetge- aquest

organ es el responsable de la captació del 60-70% deIs

aminoacids infundits, mentre que els restants, principalment
aminoacids ramificats, són captats pels teixits periferics
(essencialment múscul) (Gelfand i col., 1986).

Per a cobrir les necessitats metaboliques i de síntesi

de proteines, el fetge, en general, capta aminoacids, els

quals li poden arribar per dues vies diferents. En

situacions d'absorció hi haura un alliberament general
d'aminoacids per l'intestí que arribaran al fetge via vena

porta. En situacions post-absortives ó de dejuni -és a dir

quan l'absorció intestinal sigui molt baixa o nul.la- els

aminoacids arribaran al fetge de forma principal via arteria

hepatica, provinents deIs teixits periferics
(majoritariament múscul) com a consequencia de la proteolisi
en aquests teixits (Elwyn icol., 1968; Aikawa i col., 1973;
Yamamoto i col., 1974; Bergman i Heitmann, 1978 entre

d'altres), a més de l'aport d'alanina i amoni procedents de

l'intestí (i per tant via vena porta) el qual continua

utilitzant glutamina com a font energetica en aquestes
situacions (Windmueller i Spaeth, 1974).

En situacions d'absorció, el destí deIs aminoacids

captats pel fetge es, en general i com a vies

quantitativament mes importants, la oxidació i la sintesi de

proteines.

El paper central que té el fetge en el metabolisme
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d'aminoacids li ve donat tant per la presencia de la

maquinaria enzimatica necessaria per a oxidar a la majoria
d'aminoacids com per ser l'únic organ on hi ha el cicle de

la urea, sistema necessari per a eliminar en una forma no

toxica l'amoni generat en el metabolisme d'aminoacids i

d'altres compostos nitrogenats. Aquesta capacitat única del

fetge condiciona l'existencia de vies de transport de

l'amoni format en els teixits extrahepatics al fetge. Les

vies quantitativament mes importants son la síntesi

periferica d'alanina i de glutamina (Goldberg i Chang, 1978;

Snell, 1980).

Un cas apart son els aminoacids ramificats (leucina,

isoleucina i valina). Els primers estudis sobre el

metabolisme d'aminoacids en el fetge perfundit i en animals

hepatectomitzats mostraren que tots els aminoacids

essencials eren majoritariament metabolitzats pel fetge amb

l'excepció dels aminoacids ramificats, els quals si bé també

ho eren, el lloc principal de degradació semblava ésser els

teixits no hepatics (Miller i col.,

del catabolisme dels aminoacids

1956). El pas inicial

ramificats es llur

transaminació amb �-cetoglutarat donant glutamat i �
cetoacids dels aminoacids ramificats. El seguent pas es la

oxidació d'aquests cetoacids mitjancant una deshidrogenasa
dels cetoacids ramificats. S'ha comprovat que en fetge hi ha

una baixa activitat transaminasa dels aminoacids ramificats,
mentre que presenta una alta activitat deshidrogenasa dels

cetoacids. El fet de que en múscul la situació sigui
inversa. es a dir, alta activitat transaminasa i baixa

deshidrogenasa, ha fet pensar en la possibilitat de

l'existencia d'un flux d'aminoacids ramificats del fetge cap

el múscul, on serien transaminats i un flux dels cetoacids

resultants del múscul al fetge on serien finalment oxidats

(Wohlhueter i Harper, 1970; Shinnick i Harper, 1976;

Spydevold i Hokland, 1983; Wagenmakers i col., 1985), si bé
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no sembla ser aquest el cas per animals remugadors, el fetge
deIs quals té altes activitats d'ambdós enzims,

captacions d'aminoacids ramificats elevades

Bergman, 1980).

i presenta

(Heitmann i

La importancia del fetge en el metabolisme d'aminoacids

es posa especialment en evidencia en tractar el metabolime

deIs aminoacids aromatics. En mamifers els aminoacids

aromatics fenilalanina i triptofan són essencials, mentre

que la tirosina pot ser sintetitzada a partir de la

fenilalanina, essent aquests tres aminoacids importants per

ser precursors d'amines neuroactives en el sistema nerviós

central. S'ha comprovat que els enzims tirosina

aminotransferasa, fenilalanina hidroxilasa i triptofan 2,3-

diogenasa poden ser induits per variats factor s , tant

hormonals com la propia concentració d'aquests aminoacids

(Young i Munro, 1973; Carr i Pogson, 1981; Nakamura i col.-,

1981; Haley i Harper, 1982; Salter i col., 1984 entre

d'altres.

Els casos de malfuncionament hepatic son un cIar

exemple de la cooperativitat i interrelacions deIs diferents

organs en el metabolisme d'aminoacids. S'ha observat que la

cirrosi del fetge pot comportar l'aparició d'encefalopaties
(s'anomenen encefalopaties hepatiques), com a consequencia
d'un augment en l'entrada d'aminoacids aromatics al cervell

(Fischer i col., 1976), la qual cosa comporta un augment en

la síntesi de catecolamines i serotonina. Aquesta
incrementada captació cerebral és consequencia directa de

l'increment en la concentració circulant deIs aminoacids

aromatics degut a que el fetge no els metabolitza (Munro i

col, 1975), junt a una disminució de la concentració

d'aminoacids ramificats com a consequencia del alts nivells

d'insulina que hi ha en aquestes situacions, ja que el fetge
cirrotic no la pot degradar (Fernstrom i col., 1979), la
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qual estimula la captació muscular deIs aminoacids

ramificats (Fulks i col., 1975; Elia i col., 1980). Donat

que l'entrada al cervell tant d'aminoacids aromatics com de

ramificats es realitza mitjancant el mateix sistema de

transport (Olendorf i 5zabo, 1976), l'augment circulant

d'aminoacids aromatics combinada amb un descens de

ramificats afavoreix l'entrada al cervell deIs precursors de

les amines neuroactives.

El fet de que el fetge sigui practicament l'únic organ
amb una via gluconeogenetica funcional que comporti un aport
de glucosa per l'organisme (si bé el ronyo també pot

sintetitzar glucosa "de novo", nomes té una certa

importancia en casos extrems de dejuni (Owen i col., 1969))

li confereix també un paper clau en el catabolisme deIs

aminoacids gluconeogenetics, principalment de l'alanina, i

en segon terme de la serina i treonina (en animals

remugadors són també importants substrats gluconeogenetics
el glutamat i la glutamina (Bergman i Heitmann, 1978)). En

situacions postabsortives ó de dejuni l'alanina li arriba al

fetge procedent deIs teixits periferics i de l'intestí

(Aikawa i col., 1973 entre d'altres. La capacitat deIs

teixits periferics (principalment múscul) per a sintetitzar

alanina a partir del piruvat provinent de la glucosa
circulant i la utilització hepatica d'aquesta alanina per a

la sintesi de glucosa, ha fet definir l'existencia d'un

cicle glucosa-alanina (semblant al cicle de Cori ó cicle de

la glucosa-Iactat) entre el fetge i els teixits periferics
(Mallette i col., 1969; Felig i col., 1970). Aquest cicle,

�

pero s'ha d'entendre mes com un mecanisme de transport
d'amoni deIs teixits periferics al fetge, on sera convertit

en urea, que com un cicle gluconeogenetic, degut a que

l'esquelet carbonat de la glucosa es recicla. L'única manera

de que l'alanina contribueixi a la sintesi "de novo" de

glucosa és que provingui (el seu esquelet carbonat) d'altres
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aminoacids (per a revisió vegeu Goldberg i Chang, 1978;

Snell, 1980).

r.1.3. Múscul

La gran massa del múscul relativa al total del pes

corporal -aproximadament un 45% (Remesar i col., 1981)- i el

fet de que quasi un 60% de les proteines de cos estiguin en

el múscul, donen a aquest teixit una importancia cabdal com

a reserva d'aminoacids per a la resta de l'organisme. Hem de

pensar, pero, que a més a mes, el múscul també té

importancia en el metabolisme d'aminoacids. Ja hem comentat

anteriorment que els experiments de Miller i col. (1956)

demostraven que el múscul era el principal lloc de

degradació deIs aminoacids ramificats, dades posteriorment
confirmades per treballs "in vitro" que mostraren que

diafragmes aillats de rata eren capacos de degradar

rapidament els tres aminoacids de cadena ramificada, així

com aminoacids no essencials

aspartat (Manchester, 1965;

Odessey i Goldberg, 1972).

com alanina, glutamat i

Goldberg i Odessey, 1972;

Mesures realitzades "in vivo", mitjancant la ticnica de

les diferincies arteriovenoses, i estudis "in vitro", de

perfusions en humans i múscul aillat de rata, han mostrat

que el múscul, en situacions postabsortives ó de dejuni,
allibera aminoacids a la circulació. L'espectre d'aminoacids

alliberats, pero, no és exactament el que correspondria al

resultat d'un simple hidrolitzat de proteines musculars,
sinó que allibera molta mes quantitat de glutamina i

d'alanina i menor quantitat d'aminoacids ramificats que el

que li correspondria si ho fos (Felig i col., 1970; Felig i

Wahren, 1971; Aikawa i col., 1973; Ruderman i Berger, 1974;

Odessey i col., 1974; Garber i col., 1976a). Aquests
resultats suggereixen que ha d'existir sintesi "de novo"
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d'alanina i glutamina en el músculo Per aquesta síntesi

d'alanina i glutamina s'utilitzaria de forma important el

nitrogen provinent de la transaminació deIs aminoacids

ramificats (Ruderman i Berger, 1974; Garber i col., 1976b;

Haymond i Miles, 1982). L'ús de l'amoni generat en processos

metabolics musculars per a la síntesi d'alanina i glutamina,
ha fet considerar a aquesta síntesi i exportació un

mecanisme destoxificador (Snell, 1980).

Si bé hi ha un acord bastant general sobre l'origen del

nitrogen de l'alanina i de la glutamina, no succeeix el

mateix en quan a l'origen de l'esquelet carbonat, sobretot

de l'alaninao Hi ha evidencies que mostren que la glucosa

captada pel múscul i utilitzada via glucolisi ret el piruvat

que sera transaminat a alanina (Chang i Goldberg, 1977) o

Aquesta es la base del que es coneix com el cicle de la

glucosa-alanina (Mallette-i col., 1969; Felig i col., 1970),

ja que aquesta alanina alliberada sera substrat per a la via

gluconeogenetica en el fetge.

S'ha considerat, pero, que també els aminoacids

ramificats poden ser precursors de l'esquelet carbonat de

l'alanina (Snell i Duff, 1977, 1984), hipotesi rebutjada per

Goldberg i Chang (1978) o De fet, es podria pensar que en

situacions d'una limitada assequibilitat de glucosa, els

aminoacids ramificats podrien contribuir a la síntesi de

l'esquelet carbonat de l'alanina. En un recent treball,
realitzat amb incubacions de diafragma de rata, s'arriba a

la conclusió que, almenys fins a 40 hores de dejuni, la

mobilització de glicogen muscular és suficient per a

explicar la producció de lactat+piruvat+alanina muscular,
sense que s'hagi de recorrer a la síntesi d'alanina "de

novo" a partir d'intermediaris del cicle de Krebs i

aminoacids relacionats (Caldecourt i col., 1985). Pel que fa

a l'esquelet carbonat de la glutamina, existeixen molts
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menys treballs, pero sembla clara la contribució deIs

aminoacids ramificats Goldberg i Chang, 1978).

Sigui com sigui, en situacions postabsortives la suma

d'alanina i glutamina alliberades pel múscul representen al

voltant del 50% del total d'aminoacids alliberats (Felig,
1975) .

Malgrat que la capacitat per a transportar nitrogen

sigui similar per aquests dos aminoacids, el destí es prou

diferente Així, l'alanina és un substrat important per a la

gluconeogenesi hepatica (Felig i col., 1970), mentre que la

glutamina es un precursor per a l'amoniagenesis renal

(Pitts, 1964) i un substrat energetic per l'intestí prim
(Windmueller i Spaeth, 1980). La glutamina es també un

nutrient essencial pels limfocits (Ardawi i Newsholme,

1983), un regulador de la sintesi de glicogen hepatic (Katz

i col., 1976) i un regulador de la degradació proteica
(Schworer i Mortimore, 1979). Sembla, dones, logic pensar

que sigui vantatjos el que l'alliberament d'aquests dos

aminoacids estigui regulat de forma independent. A aquesta
conclusió s'ha arribat en observar situacions experimentals
on les

estigui

taxes d'alliberament d'un d'aquests aminoacids

alterada respecte a l'altre. D'entrada es pot
observar que en situació d'alimentació, en estat absortiu,
el múscul capta alanina, ó presenta un balan� nul, mentre

que existeix una sortida de glutamina muscular (Yamamoto i

col., 1974; Brosnan i col., 1983), la qual cosa es pot

interpretar donant a la glutamina un paper més directament

relacionat amb el transport d'amoni produit en

aquesta situació hi ha un actiu

múscul, ja
metabolismeque en

d'aminoacids ramificats en aquest teixit (Goldberg i Chang,
1978). També s'ha observat que el tractament amb altes dosis

de glucagó durant 24 hores a rates dejunades produeix un

augment (3 vegades) en la sortida d'alanina muscular, mentre

21



que no varia la sortida de glutamina (Smith, 1986) .

Contrariament, una situació cronica d'acidosi resulta en una

sortida incrementada de glutamina muscular, pero no

d'alanina (Schrock i Goldstein, 1981; Brosnan i col., 1983;

Smith, 1986; Welbourne, 1986).

Sembla ser que la sortida incrementada d'alanina va mes

lligada a un increment en el gradient de concentració

intracel.lular i extracel.lular, i per tant el transport és

procés limitant. La producció de glutamina, contrariament,
no depén d'aquest gradient, sinó que és més dependent de la

via de síntesi (activació de la glutamina sintetasa) (Smith,

1986) .

Apart de la importancia energetica i de ser possibles
precursors de la sintesi d'alanina i glutamina, els

aminoacids ramificats en múscul tenen la capacitat de

promoure un balanc de nitrogen positiu en aquest teixit

(Fulks i col., 1975; Buse i Reid, 1976). De fet, la leucina,

per ella mateixa, promou la síntesi proteica i inhibe ix la

proteolisi muscular. La isoleucina i la valina juntes, pero
no individualment, també tenen aquest efecte (Goldberg i

Chang, 1978). Sembla ser que aquest increment en la síntesi

de proteines es deu a un efecte a nivell translacional,

aixi, s'ha vist que la leucina incrementa la formació de

polisomes, i redueix el nombre de ribosomes lliures en

múscul (Atwell i col., 1977). El factor que regula aquesta

síntesi, pero, no es coneix, si bé s'ha hipotetitzat que

podria ésser el leuciltRNA (Goldberg i Chang,1978).

Recentment s'ha descrit que també la propia glutamina
té un important paper inhibidor de la proteolisi muscular en

cultius de cel.lules diferenciades de múscul esqueletic de

la linia L6 (Smith, 1985, 1986).
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I.l. 4. Ronyó

El fet de que en estat absortiu el ronyo nomes extregui

un 0.4% dels aminoacids arterial s que li arriben (Owen i

Robinson, 1963; Tizianello i col., 1980), i en dejuni

prolongat aquesta extracció arribi només al 0.8% (Felig i

col., 1969) suggereix que el ronyó no té un paper important
en el metabolisme global d'aminoacids, si bé aquest teixit

presenta activitats enzimatiques per a degradar practicament
tots els aminoacids (Mitch i Chesney, 1983).

Els ronyons, pero, utilitzen certs aminoacids per a

reaccions sintetiques importants, i tenen un paper clau en

estats d'acidosi metabolica, usant el nitrogen dels

arninoacids per a produir amoni i tamponar la disminució del

pH.

Una altra capacitat importantíssima del ronyo es la

reabsorció dels aminoacids. En hurnans aproximadament 70 g

d'arninoacids són filtrats cada dia, pero només un 2-3% son

excretats, representant menys del 3% del total del nitrogen
urinari (Scriver i Rosenberg, 1973) • La reabsorció

processos

Schafer i

d'arninoacids s'esdevé en

actius (Young i Freedman,

Barfuss, 1980).

el tub proximal per

1971; Ullrich, 1976;

El fet de que malgrat disposar de maquinaria enzimatica

suficient, l'estudi de diferencies arteriovenoses en

situacions

important

no acidotiques
ronyo en el

no mostri una contribució

del manteniment dels nivells

circulants d'arninoacids, s'ha interpretat com que el ronyó
podria tenir importancia quan hi hagués un aport excessiu

d'arninoacids, com suggereixen treballs en que s'infundiren

grans quantitats d'aminoacids a gossos (Fukuda i Kopple,
1980) i en rata (Coulson i Hernández, 1968) en els que
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s'observa que el ronyo extreia una gran quantitat d'aquests
aminoacids.

En situacions en que no hi hagin excessives quantitats
d'aminoacids el ronyo té un paper important en el

metabolisme d'alguns aminoacids com glicina,
alanina, arginina i glutamina (Tannen, 1978).

serina,

La glicina es necessaria per almenys dues importants
reaccions sintetiques: la síntesi de serina i la de l'acid

guanidinoacetic, presursor de la creatina que es

sintetitzara en el fetge, i quan els nivells de glicina en

plasma són prou alts, aquest aminoacid pot esdevenir una

font de nitrogen per l'amoni urinari (Pitts i Pilkington,
1966). Aquests múltiples destins de la glicina podrien

explicar el fet de que, en totes les especies estudiades,

s'hagi observat una captació neta d'aquest aminoacid pel
ronyó (Owen i Robinson, 1963; Felig i col., 1969; Aikawa i

col., 1973; Yamamoto i col., 1974; Fukuda i Kople, 1980;

Tizianello i col., 1980; Brosnan i col., 1983 entre

d'altres). Hi ha evidencies que mostren que la glicina és el

principal, sinó l'únic, precursor de la serina sintetitzada

en el ronyó (Pitts i col., 1970). Aquest procés té una

significació fisiologica important en el manteniment deIs

nivells circulants de serina, ja que en casos

d'insuficiencia renal hi ha una davallada d'aquests valors

(Tizianello i col., 1980).

S'ha comprovat que l'alanina contribueix a la

producció renal d'amoni: entre un 2-8% de l'amoni urinari

deriva de l'alanina, quan els nivells plasmatics d'aquest
aminoacid són normals. Aquesta fracció pot incrementar-se

quan els valors circulants són més alts (Pitts i Stone,

1967). La contribució de l'alanina a la formació d'amoni

urinari resulta una mica sorprenent, ja que estudis en
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humans (Pitts i Stone, 1967; Tiziane110 i col., 1980), en

gos (Pitts i Stone, 1967) i en rata (Yarnamoto i col., 1974),

han indicat que hi ha un alliberarnent net d'alanina a la

disrninueix

mesura sirnultania de la producció d'arnoni

rnostra que la taxa de producció d'alanina

s'incrernenten els nivells d'alanina

vena renal. La

renal i d'alanina

quan

plarnatica i augrnenta quan s'infundeix glutamina a l'arteria

renal (Pitts i Stone 1967). Aquests resultats podrien ser

transarninació del

donador s del grup

a partir d'alanina

del glutarnat en

transferir el grup arnino de l'alanina a l'�-cetoglutarat
(Mitch i Chesney, 1983). D'aquesta rnanera, l'alanina podria
funcionar també en el ronyó com a transportador de nitrogen,

producte del rnetabolisrne d'arninoacids, cap el fetge per a la

síntesi d'urea.

explicats si l'alanina es forrnés per

piruvat usant glutarnat ó glutamina corn a

amino. Així, la producció renal d'arnoni

podria succeir després de la forrnació

Apart d'una piruvat-glutarnat transarninasa, s'han

descrit almenys unes 25 reaccions de transarninació en el

ronyo (Carnmarata i Cohen, 1950). Les més estudiades han

estat les transarninases dels arninoacids rarnificats (Adibi,

1976), rnalgrat que

d'aquests arninoacids

la regulació de la via catabolica

sembla que succeeix a nivell de la

cetoacids rarnificats (Hughes ideshidrogenasa dels

Halestrop, 1981). La gran activitat transarninasica dels

ramificats del ronyó explica les observacions de que quan es

perfundeix aquest organ amb cetoacids dels arninoacids

rarnificats hi ha una produccio neta dels arninoacids

rarnificats corresponents (Mitch i Chan, 1978).

El ronyó també té un irnportant paper en la produccio
d'arginina i en el rnetabolisrne dels arninoacids dibasics. La

capacitat de conversió renal de citrul.lina en arginina ha

estat ben establerta (Featherston i col., 1973), pero aquest
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teixit presenta molt baixa activitat carbomoiltransferasa

(Raijman, 1974), enzim que catalitza la conversió d'ornitina

a citrul.lina. Per tant, el ronyo per a sintetitzar arginina
ha de captar citrul.lina de la circulació. El ronyó ha estat

identificat com una font d'arginina per a la síntesi

proteica en múscul (Featherston i col., 1973) i, de fet, es

considera una de les principals fonts d'arginina de

l'organisme, ja que el fetge, malgrat la seva alta taxa de

síntesi d'aquest aminoacid, no n'és un exportador net per

la gran activitat arginasa que presenta (Ratner, 1973 entre

d'altres). La font de la citrul.lina captada pel ronyo

sembla ser l'intestí (Windmueller i Spaeth, 1981).

Hem comentat anterioment la baixa extracció

d'aminoacids circulants per part del ronyó (0.4-0.8%) en

situacions postabsortives i de dejuni (Owen i Robinson,

1963; Felig i col., 1969; Tizianello i col., 1980). En

situacions d'acidosi metabolica, pero, aquesta extracció pot
arribar a eeser del 52% deIs aminoacids arterials (Owen i

Robinson, 1963; Heitmann i Bergman, 1980; Schrock i col.,

1980; Brosnan i col., 1983 entre d'altres), pero tot aquest
inc rement es deu a l'extracció de glutamina. Es ben conegut

que el ronyó regenera bicarbonat principalment a través de

la seva capacitat d'excretar amoni (Atkinson i Camien,

1982). En moltes condicions fisiologiques aquest amoni es

genera en el ronyó mateix mitjan�ant la desaminació de la

glutamina (Atkinson i Camien, 1982; Halperin i Jungas,

1983). L'excreció d'amoni format d'aquesta manera a la orina

impedeix que els nitrogens de la glutamina siguin

transportats al fetge i convertits en urea, proces aquest

que consum bicarbonat (Atkinson i Camien, 1982) . La

glutamina produeix NH3 mitjan�ant una desamidació dins la

mitocondria catalitzada per una glutaminasa dependent de

fosfat, i el glutamat així format és oxidat mitjan�ant la

glutamat deshidrogenasa (Nissim i col., 1985). La conversió
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final de l'�-cetoglutarat a un compost neutre -glucosa en la

rata (M.anillier i col., 1985) i CO2 en gos (Vinay i col,

1980)- en el ronyó generara 2 ions bicarbonat (ó consumira

dos protons). L'efecte net d'aquests dos processos -el

metabolisme intrarrenal de l'esquelet carbonat de la

glutamina i l'excreció d'amoni a la orina- és la generació
de ions bicarbonat a la circulació ó, el que és el mateix,
l'extracció de protons de la circulació (Vinay i col.,

1986). Contrariament, quan la glutamina és catabolitzada en

el fetge a glucosa ó a CO2 no hi ha cap generació neta

d'amoni ni d'ions bicarbonat, ja que l'amoni alliberat es

converteix rapidament a urea més 1 protó (Atkinson i Camien,

1982; Vinay i col., 1986). Sembla ésser que el turnover

d'ATP en el tub proximal del ronyó limita la capacitat
maxima de la oxidació de la glutamina i per tant de

l'excreció d'amoni (Vinay i col., 1986).

1. 1. 5. Cervell

La contribició del cervell a la homeostasi dels

aminoácids es considera negligible. No obstant, aquest organ
utilitza el 25% del total de l'energia produida per

l'organisme adult en estat basal i un 50% en infants (Cahill
i col., 1981).

El cervell capta, pero, selectivament nutrients de la

circulació. Aquesta selectivitat es deu a l'existencia de la

barrera hematoencefalica i a la presencia de diferents

sistemes de transport en ella (Pardridge, 1983). S'han

descrit diferents sistemes de transport per hexoses,
aminoacids i altres compostos (Olendorf, 1971; pardridge i

Olendorf, 1977). Per aminoacids s'ha comprovat l'existencia

de 3 sistemes de transport, sense que s'hagi observat cap

cas en que un aminoacid pugui ser transportat per mes d'un

sistema. S'ha descrit un sistema per aminoacids neutres:
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fenilalanina, leucina, tirosina, isoleucina, metionina,

triptofan, valina, DOPA, cisteina, histidina, treonina,

glutamina, asparagina i serina. Un sistema per aminoacids

basics: arginina, ornitina, lisina. I un sistema per

aminoacids acids: glutamat i aspartat. Per altra banda, la

prolina, alanina i glicina no semblen ser transportats per

cap sistema (cinetiques no saturables) (Olendorf i Szabo,

1976) •

El fet de que els aminoacids neutres competeixin per un

sistema de transport comu es el responsable de que la

captació d'aquests aminoacids sigui dependent de la seva

concentració relativa a la dels altres en la circulació.

Ja hem

malfuncionament

comentat anteriorment que en casos de

hepatic s'esdevenen encefalopaties degut a

l'increment en la concentració circulant d'aminoacids

aromatics (fenilalanina, tirosina i triptofan), precursor s

d'amines meuroactives, i una disminució d'aminoacids

ramificats (Munro i col., 1975; Fischer i col., 1976). Per

altra banda, s'ha descrit un increment en la captació "in

vivo" d'aminoacids ramificats pel cervell en diabetis

(Brosnan i col., 1983, 1984) i en la concentració d'aquests
aminoacids en el cervell de rates diabetiques (Brosnan i

col., 1983). S'ha demostrat, també, la presencia d'activitat

transaminasica dels aminoacids ramificats i de la

deshidrogenasa dels cetoacids resultants (Brosnan i col.,

1985) • Per tant, el cervell podria utilitzar aquests

aminoacids com a font energetica (Chaplin i col., 1976).

El cervell utilitza aminoacids com a reserva

energetica, havent-se comprovat que la glucosa que capta

aquest organ és convertida a glutamat, glutamina, aspartat i

GABA, aminoacids que estan en equilibri amb intermediaris

del cicle de Krebs. Aquesta reserva seria emprada quan la
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concentració de glucosa sigui baixa (Davidson, 1976; Wong i

Tyce, 1983).
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lo 2. S6N ELS ERITROCITS UNA VIA DE TRANSPORT
--- --- -- ----------

ENTRE ELS ORGANS ?

,

D'AMINOACIDS

La possibilitat de que els eritrocits siguin una via de

transport interorgans d'aminoacids és, encara avui, polemica
malgrat les evidencies existents per a aquesta

hipotesi. Creiem que una de les causes de la dificultat que

hi ha d'acceptar-ho és la possibilitat, sempre present, de

l'artefactualitat deIs resultats.

EIs treballs que aborden aquest problema solen estudiar

la diferencia en la concentració intraeritrocitaria

d'aminoacids en passar per un organ o teixit (per
diferencies arteriovenoses de concentracions). Ara bé, la

determinació de la concentració

intraeritrocitaris presenta problemes

d'aminoacids

metodologics
importants. S'ha comprovat que la mesura de la concentració

d'aminoacids en eritrocits aillats pot ser molt variable

segons el procés d'aillament i rentat emprat. Hagenfeldt i

Arvidson (1980) han mostrat que hi ha una perdua important
d'aminoacids (especialment essencials) com metionina,

valina, isoleucina, leucina, tirosina i fenilalanina, quan

les cel.lules s'aillen i es renten, comparant-ho amb la

concentració obtinguda d'una forma més indirecta com es a

partir de les dades de concentració en sang i en plasma amb

la pertinent correcció per l'hematocrit. A més a mes, s'ha

comprovat que també es troben diferencies en la concentració

eritrocitaria d'aminoacids segons el proces emprat en

l'hemolisi de les cel.lules (Wolfrom i Asplund, 1976). Per

tant, la mesura directa de la concentració d'aminoacids dins

les cel.lules és poc definitiva i esta sotmesa a fortes

variacions, d'ací que el métode més emprat
a partir de les dades d'aminoacids en sang

i el valor hematocrit. Si a tot aixo,

sigui l'indirecte

total, en plasma
es suma el grau

d'error existent, malgrat els avencos tecnics, gens
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menyspreable, en la mesura d'aminoacids, es pot entendre la

gran variació de resultats, i de conclusions extretes

d'ells, que s'han publicat sobre el paper que els eritrocits

puguin .tenir en el flux d'aminoacids entre els organs.

Un altre factor, que al nostre entendre ha dificultat

l'acceptació de la possibilitat de l'existencia d'una via

eritrocitaria de transport d'aminoacids, ha estat la

repetida troballa del lentíssim intercanvi d'aminoacids que

hi ha entre els eritrocits i medi d'incubació (ó plasma com

a tal) quan s'ha estudiat "in vitro", sobretot per part

d'aquells aminoacids que amb més rapidesa ho fan "in vivo".

Aquesta contradicció ha fet necessaria l'especulació de

diferents (i tal vegada estranys) mecanismes mai demostrats

(i sovint amb enormes dificultats metodologiques per arribar

a ser-ho) per a intentar compaginar les dades trobades "in

vivo" i "in vitro", que han topat amb una certa incredulitat

dins del món cientific (per exemple Christensen, 1982).

Actualment, podriem dir que en general, i vistes les

evidencies existents, s'accepta que els eritrocits puguin
contribuir al flux total d'aminoacids entre els organs, pero
no gaire el que puguin ésser una via independent a la

plasmatica, es a dir, que els eritrocits podrien transportar
aminoacids pero ·en el mate ix sentit que el plasma. Així

dones, el coneixement d'aquesta contribució eritrocitaria no

variaria els conceptes actuals sobre els fluxos d'aminoacids

entre els organs, si bé, la manca d'aquest coneixement pot

subestimar aquests fluxos .•. I es continua desconeixent

totalment els motius de la manca d'acord entre els estudis

"in vivo" i "in vitro".

Les primeres sospites de que els eritrocits podrien
intervenir en el procés de transport d'aminoacids entre els

diferents organs provenen de la constatació de la presencia
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d'aminoacids lliures dins deIs globuls rojos, en unes

concentracions relativament altes, i amb la mateixa

constancia que altres "pools" d'aminoacids lliures de la

resta de l'organisme: des del plasmatic als diferents

"pools" tissulars. McNenamy i col. (1960) fan un deIs

primers tocs d'atenció a la possibilitat de que els

eritrocits puguin tenir un paper mes actiu del que fins

llavors (i en alguns casos també ara) se'ls hi otorgava:
"Per a entendre el paper de la sang en el metabolisme i

transport d'aminoacids és necessari saber no tan soIs la

concentració plasmatica d'aquests compostos i el seu

recanvi, sinó coneixer també llur distribució entre el

plasma i els elements sanguinis". A aquesta conclusió hi

arribaren en estudiar en human s la concentració

eritrocitaria d'aminoacids i, en correlacionar-la amb la

plasmatica,
glutamina,

tirosina,

observaren que la concentració d'alanina,

metionina, fenilalanina, prolina, treonina,

valina, isoleucina, leucina i urea no era

significativament diferent entre els dos compartiments

sanguinis, mentre que si ho eren les d'arginina, glutamat,
histidina, ornitina, serina , glicina i aspartat. Per altra

banda, observaren que existia una correlació linial positiva
entre les concentracions plasmatiques i eritrocitaries

d'alanina, prolina, tirosina, valina, leucina, isoleucina i

urea, la qual cosa els permetia pensar que aquests darrers

aminoacids i la urea presentaven una distribució controlada

per processos de difusió.

Aquestes dades, obviament, no permeten extreure

conclusions sobre si realment es pot otorgar als eritrocits

un paper actiu en el transport interorgans d'aminoacids. Per

esbrinar aquest paper deIs eritocits és necessari realitzar

estudis més dinámics de moviments d'aminoacids en la fracció

corpuscular de la sang en passar a través deIs diferents

organs i teixits.
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Les primeres evidencies de que "in vivo' els eritrocits

podien jugar un paper actiu en el transport d'aminoicids les

debem a Elwyn i col.laboradors, els quals, en una serie de

traballs (Elwyn, 1966; Elwyn i col., 1968, 1972), estudiaren

els moviments deIs aminoicids en plasma i eritrocits durant

el pas de la sang pels teixits del llit esplincnic de

gossos, mitjancant la col.locació de cateters cronics en la

vena porta, la vena hepitica i l'arteria aorta i l'extracció

de sang a intervals regular s durant periodes de 24 hores.

Observaren que hi havia canvis en la concentració plasmitica
d'aminoicids en la vena porta relacionats amb la ingesta.
També comprovaren que variava la concentració d'aminoicids

en els eritrocits, i aquests canvis semblaven independents
del ritme d'ingesta i per tant deIs plasmitics. Quan

estudiaren la distribució deIs aminoicids entre el plasma i

els eritrocits comprovaren que aquesta distribució variava

en passar la sang a través del llit esplincnic, trobant que

la concentració eritrocitiria era mes baixa en la vena porta

que en l'arteria aorta, pero era més alta en la vena

hepitica que en la vena porta i que en l'arteria. Aixo era

especialment cert pels aminoicids gluconeogenetics alanina,

serina, aspartat i glutamat, pels aminoicids aromitics

tirosina i fenilalanina, i pels bisics arginina, histidina i

lisina. Aquestes dades, junt amb altres de cilculs

d'activitats especifiques després de l'administració de

tracadors radioactius, els portaren a concloure l'existencia

d'un transport via eritrocits independent del plasmitic, de

forma que els eritrocits serien els responsables del

transport d'aminoicids del fetge als teixits periferics,
mentre que el plasma transportaria els aminoicids en

recorregut invers, es a dir entre l'intesti i els teixits

periferics al fetge.

El fet de donar-li un paper actiu als eritrocits en el

transport d'aminoacids "in vivo" xoca d'entrada amb les
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dades obtingudes "in vitro" del pas d'aminoacids a diI?-s dels

eritrocits, els quals mostren un temps d'equilibració
d'hores en humans pels aminoacids neutres de cadena curta

(alanina, serina, glicina per exemple) i de pocs minuts pels
aminoacids neutres de cadena ramificada, mentre que apenes

es detecta pas pels aminoacids acids (glutamat i aspartat)
(Winter i Christensen, 1964; Young i col., 1980, 1983 entre

d'altres).

Estudiant la relació entre la concentració en

eritrocits i plasma, s'observa que precisament glutamat i

aspartat son dels aminoacids que presenten uns valor s mes

alts d'aquesta relació (E/P): en gos 4.1 pel glutamat i 9.9

per l'aspartat (Elwyn, 1966), en humans 11.3 pel glutamat i

48.9 per l'aspartat (Hagenfeldt i Arvidson, 1980), mentre

que els aminoacids que més facilment s'equilibren "in vitro"

son els que presenten "in vivo" una relació E/P mes propera

a 1 (especialment leucina, valina i isoleucina).

En vista dels resultats del transport "in vitro" pot

sorprendre que els aminoacids mes lents a equilibrar-se
siguin els que "in vivo" estan mes concentrats a dins dels

eritrocits. Per Christensen (1982) l'explicació podria raure

en l'origen d'aquests aminoacids, suggerint que el glutamat
provindria d'un precursor que passes, ell sí, amb mes

facilitat la membrana de l'eritrocit. També es podria pensar

que el que aquests aminoacids estiguin més concentrats a

dins els eritrocits pot ser una consequencia del procés de

maduració d'aquestes cel.lules. En madurar de reticulocits a

eritrocits hi ha una activa proteolisi, i per tant una gran

quantitat d'aminoacids lliures. Aquells que siguin

permeables a la membrana sortiran rapidament de la cel.lula,
mantenint una concentració similar a la del medio Pero

aquells mes impermeables

augmentant llur concentració.

romandran dins la cel.lula,
Elwyn i col. (1972), pero, amb
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l'administració d'aminoacids radioactius i estudiant els

canvis d'activitats especifiques en atrevessar els

eritrocits diferents organs, observen que les taxes de canvi

en les concentracions de serina i glicina en eritrocits són

unes 20 vegades mis altes que les trobades "in vitro".

Aquestes dades, junt amb les evidencies del paper "in vivo"

que hem comentat anteriorment, els porta a raonar que

aquests moviments d'aminoacids són molt dificils d'explicar
basant-se nomes amb intercanvis d'aminoacids entre

eritrocits i plasma, ja que hi ha grans canvis en la

concentració i en l'activitat especifica en atravessar la

sang llits sinusoidals ó capilars, procis que dura pocs

segons (2-10 segons).

Aquestes velocitats de canvi poden ser en alguns casos

unes 100 vegades mis altes que les trobades "in vitro". Per

tant hi hauria d'haver uns rapidissims augments i

disminucions en les taxes de transport d'aminoacids a travis

de la membrana eritrocitaria en entrar ó sortir la sang deIs

llits capilars, o bi tambi es podria explicar per canvis

importantissims en les taxes de producció i degradació
intraeritrocitaria deIs diferents aminoacids. Tant una com

l'altra semblen hipotesi ben inversemblants. El que Elwyn i

col.laboradors postularen es que els globuls rojos
intercanviaven aminoacids directament amb les cel.lules

tissulars, les quals podrien ser diferents de les cel.lules

que interactuessin amb el plasma, ó essent les mateixes, els

"micropools" intracel.lulars d'aminoacids accesibles als dos

compartiments sanguinis fossin diferents. D'aquesta forma es

podria explicar un paper actiu pels eritrocits i, a mes a

mes, independent del plasmatic.

Aquesta hipotesi, pero, no explica el fet de que

l'eritrocit "in vivo" en molt pocs segons pugui carregar-se

o descarregar-se d'aminoacids, procis que "in vitro" es

, DI:: ¡.
""�"'iD5r-,J�

e
'. ,,��. ..., 1

. �
"

1<. (,
u,'
>"-

35 -

....

?
"r

, ".
I IIIJ\\;.U



lentissim. A mes a mes, la hipotesi d'Elwyn implica que hi

hagi un contacte fisic entre les membranes de l'eritrocit i

les de la cel.lula tissular. La possibilitat de que hi hagi
realment un contacte d'aquest tipus és generalment acceptada
donat el diametre d'alguns capilars i deIs eritrocits, i

fins i tot s'han publicat observacions microscopiques
d'aquest contacte (per exemple Branemark, 1965). En una

recent revisió de la morfologia i composició de la membrana

de l'eritrocit (Vittala i Jarnefelt, 1985) es comprova,

pero, que la membrana de l'eritrocit presenta moltes

irregularitats, podent arribar algunes a 500 A de gruix,

que, segons els mateixos autors, podrien protegir a

l'eritrocit de les pressions a que esta sotmés en el seu pas

a través deIs intersticis deIs capilars. Aquestes

irregularitats, junt amb la capa de carbohidrats que cobre ix

la membrana (aproximadament 150 A de gruix) i la capa

d'aigua associada, impossibilita, de fet, el contacte real

entre les membranes (Vittala i Jarnefelt, 1985).

Existeix una altra explicació de la contradicció "in

vivo"-"in vitro" que malgrat que no sigui massa

considerada a la bibliografia, s'ha de tenir en compte. Es

una ampliació d'una idea original d'Elwyn (1968), que hem

comentat una mica més amunt, i que fa referencia a possibles
canvis en les taxes de transport d'aminoacids a través de

la membrana eritrocitaria en passar els eritrocits per

diferents organs i teixits. Aquests canvis podrien venir

donats per l'acció de certes substancies, secretades o

inactivades pels diferents teixits, que alteressin el

transport a través de la membrana eritrocitaria. Aquestes
substancies haurien de romandre enganxades en els teixits

originals, ja que els canvis de concentració d'aminoacids

dins deIs eritrocits no es donen d'aquesta forma tan rapida
en els vassos sanguinis entre órgans. En aquest sentit

Sadasivudu i Valli (1980) en un curiós i molt preliminar
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experiment
homogenats

observen que quan s'incuben eritrocits amb

de. diferents teixits de rata hi ha una perdua
d'alanina i citrul.lina (únics aminoacids que estudien)

diferent segons l'homogenat sigui d'un o altre teixit:

l'homogenat de múscul produeix la maxima sortida de

citrul.lina i l'homogenat de ronyo la maxima sortida

d'alanina. Aquestes dades donen peu a especular amb la

possibilitat de l'existencia de factors especifics que

expliquin aquest comportament diferencial.

La hipotesi d'Elwyn, que otorga als eritrocits una

funció tan clara en el transport deIs aminoacids del fetge
als teixits periferics, no ha estat corroborada per altres

estudis realitzats en diferents especies. Estudis que, per

altra banda, coincideixen en demostrar que hi ha transport
d'aminoacids entre els orgnas via els eritrocits, si bé, en

general, té el mate ix sentit que el plasmatic. Creiem

convenient remarcar que tots els estudis realitzats "in

vivo" evidencien l'existencia d'una via eritrocitaria de

transport interorgans d'aminoacids.

Aoki i col. (1972), estudiant l'efecte de la insulina

sobre la captació de glutamat pel múscul en humans, trobaren

que només s'observava un efecte estimulant de la insulina

sobre la captació de glutamat quan s'estudiava la diferencia

arteriovenosa de sang total, pero no quan s'estudiava el

plasma, indicant aixo que els eritrocits eren els

determinants d'aquesta captació. Per a explicar-ho
hipotetitzaren un moviment de glutamat del plasma als

eritrocits en passar pel llit vascular del músculo La

insulina actuaria, segons aquests autors, canviant el sentit

del flux, anant de les cel.lules al teixit (segons ells via

plasma). Argumentaren, a més a més, que les discrepancies
amb els treballs "in vitro" sobre la velocitat del transport
de glutamat a través de la membrana eritrocitaria, estarien
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en la utilització de plasma i cel.lules, en aquests treballs

"in vitro", que estiguessin equilibrats respecte el

glutamat.

Arrel de les dades d'Elwyn en gos i d'Aoki en humans,

Felig i col. (1973) realitzaren en humans un estudi mes

sistematic per a comprovar si els eritrocits estaven

involucrats en el flux interorgans d'aminoacids. Empraren

humans en estat postabsortiu (10-14 hores de dejuni) i

estudiaren el bescanvi d'aminoacids entre el llit esplancnic
i els teixits periferics , analitzant les diferencies

arteriovenoses de concentracions deIs diferents aminoacids

en sang i plasma. Veieren que

significativa d'aminoacids deIs

hi havia una sortida

teixits periferics via

eritrocits per glutamina, alanina, isoleucina, leucina i

tirosina (si bé, la tendencia a la sortida es pot observar

per a tots els aminoacids). També, pero, hi havia sortida

significativa via plasma, i, per tant, el sentit del

transport via eritrocits era el mateix que via plasma. El

matexi tipus de resultat obtingueren en estudiar el llit

esplancnic, i l'intestí en concreto Només existia un cas en

que el transport via eritrocits fos en sentit invers al

transport per plasma: l'intestí captava glutamina del plasma
pero n'alliberava als eritrocits. D'aquests resultats

conclugueren que el trasnport d'aminoacids entre els órgans
no es podia explicar només en base a un transport via

plasma, pero la contribució deIs eritrocits era quantitativa
i no qualitativa (amb l'excepció de la glutamina en

l'intestí) i depenia de l'aminoacid, essent pel cas de

l'alanina d'un 22-32% del flux total d'aquest aminoacid del

múscul i intestí al fetge.

Conclusions similars a aquesta s'han extret estudiant

el flux interorgans d'aminoacids en bens (Heitmann i

Bergman, 1980) , on els eritrocits tindrien un paper

38



quantitatiu inferior que en human s donat que és mes baix

l'hematocrit, i també en vedells alimentats i dejunats

(McCormick i Webb, 1982).

S'ha descrit que la contribució deIs eritrocits en el

transport d'aminoacids al múscul varia en funció del temps

després d'una ingesta proteica per part d'humans dejunats.
La ingesta proteica resulta en una concentració incrementada

de treonina, prolina, citrul.lina, valina, isoleucina,

tirosina, fenilalanina, ornitina, glicina, alanina i lisina

en els eritrocits en l'arteria (Aoki i col., 1973), senyal
de que els eritrocits podrien estar implicats en el flux

d'aminoacids cap el múscul,

proposava Elwyn. En aquesta

la fracció plasmatica la mes

que, recordem-ho era el que

situació d'ingesta proteica és

important, quantitativament

parlant, en la deposició d'aminoacids en el múscul, pero hi

ha un periode de temps (2-3 hores després de la ingesta

proteica) en que la contribució deIs eritrocits arriba a

igualar, o inclos a superar, a la plasmatica (Aoki i col.,

1973). En un altre estudi s'ha vist que després d'una

ingesta rica en proteines, en humans, els nivells de

glutamat intraeritrocitaris disminueixen (més baixos com mes

alt sigui el contingut proteic de la dieta) (Maher i col.,

1984), la qual cosa fa pensar en un possible efecte de la

insulina, secretada com a resposta a la ingesta proteica,
sobre la captació de glutamat deIs eritrocits pel múscul,
com havien descrit Aoki i col. (1973).

Com es pot observar, existeix una gran variabilitat

quant a la importancia del transport d'aminoacids via

eritrocits tant pel que respecta a diferencies especifiques
com a comportaments molt diferents d'uns aminoacids respecte
d'altres i a variacions d'aquest paper deIs eritrocits d'un

teixit a un altre. Un exemple d'aquesta variabilitat

especifica es la captació de glutamina pel ronyó en animals
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acidotics cronics: s'ha descrit que no existeix transport
via els eritrocits en el gos (Vinay i col., 1985), pero en

rata ha estat descrita tant una contribució deIs eritrocits

(Vinay i col., 1985) com la no existencia de contribució

(Squires i col., 1976).

Per altra banda, la contribució deIs eritrocits al

flux interorgans d'aminoacids pot variar en funcio de

l'estat fisiologic. Estudis de compartimentació sanguinia
d'aminoacids en la rata han mostrat que existeixen canvis

significatius en la concentració eritrocitaria d'aminoacids

en ralació a la plasmatica en funció de l'edat (López-Tejero
i col., 1985) així com durant la gestació i l'alletament

(López-Tejero i col., 1986).
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I.3. TRANSPORT D'AMINOACIDS EN ERITROCITS I RETICULOCITS "IN

VITRO" .

EIs eritrocits han estat, i son, un deIs models mes

emprats per a l'estudi deIs processos de transport
d'aminoacids. La seva facilitat d'obtenció, i per tant la

possibilitat d'obtenir suspensions molt pures d'aquestes
cel.lules comparant-ho amb la dificultat que sovint existeix

d'obtenir poblacions pures d'altres tipus cel.lulars, així

com el fet del baixíssim metabolisme d'aminoacids que

presenten aquestes cel.lules, la qual cosa facilita l'estudi

del transport en no haver-hi interferencies entre

metabolisme i transport, i per tant no ser necessari l'ús

d'inhibidors, i també, per altra banda, la no existencia de

sintesi de proteines en els eritrocits de mamífers, son

algunes de les raons que van fer deIs eritrocits un model

molt valid per aquests tipus d'estudis. Existeixen també

altres avantatges que s'han de tenir en compte, i que son

avantatges més especialitzats. S'ha anat comprovant a mesura

que s'ha anat extenen el seu estudi que els sistemes de

transport descrits en aquestes cel.lules són més específics
per grups d'aminoacids concrets que no pas en altres tipus
cel.lulars com les cel.lules d'Ehrlich o hepatocits per

exemple. Aquesta major concreció deIs aminoacid transportats

per un sistema de transport determinat facilita enormement

la seva descripció. Un altre avantatge es que la

possibilitat d'estudiar els sistemes de transport
d'aminoacids en una linia cel.lular que presenta importants
canvis morfologics i funcionals, com seria la maduració deIs

eritroblasts fins a eritrocits passant per l'estat de

reticulocits, permet un estudi de tipus evolutiu de canvis

en aquests sistemes i per tant permet incidir en gran manera

sobre els mecanismes del transporto

El fet d'existir tots aquests avantatges en l'ús deIs
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eritrocits per a l'estudi deIs sistemes de transport ha

implicat també que no s'hagi incidit en aspectes mes

funcionals, fisiologicament parlant, i siguin els eritrocits

de fet, una eina mecanicista d'estudis quasi fisico-químics.
A aquesta realitat ha contribuit sens dubte el fet que les

velocitats del transport de molts aminoacids en eritrocits

de transport

s'hagi
tinguin

considerat quemadurs

aquests

son massa lentes per a que

sistemes alguna funció

fisiologica important, i s'acustumen a considerar com a

simples productes en procés de degeneració provinents de
\

cel.lules antecessores on si que tindrien un cIar paper

funcional.

Dins d'aquest context de l'extens ús deIs eritrocits

per a estudis sobre el transport d'aminoacids i de les

diferencies en les diferents especies estudiades de la

presencia de diferents sistemes de transport, no deixa de

ser curiós que els eritrocits de rata hagin estat oblidats,
mes encara si es pensa en l'ampla utilització d'aquest
animal com a model de laboratori per molts altres aspectes
de la investigació.

En aquesta introducció intentarem donar una visió

general sobre els coneixements actual s del transport
d'aminoacids en eritrocits i reticuloci�s, fent incidencia

també en l'evolució d'aquests coneixements i deIs conceptes
que d'ells s'han extret.

1.3.1. Transport d'aminoacids neutres.

El grup deIs aminoacids neutres es un conjunt
d'aminoacids heterogeni que són transportats, en general,
per diferents sistemes de transporto EIs primers treballs

realitzats en eritrocits humans estaven enfocats a intentar

estudiar la relació entre l'estructura deIs aminoacids i la
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seva mes ó menys facilitat per a ser captats en un intent

d'extreure conclusions sobre la natura del transporto

Aquests estudis demostraren que hi havia de fet tres tipus
de transport prou diferents: Un tipus de transport emprat

per la majoria d'aminoacids neutres, pero preferit pels
aminoacids de cadena llarga, saturable i que presentava el

fenomen del contratransport. El segon tipus de transport
semblava molt especific per alanina i glicina, i era

saturable i de molt baixa capacitat. Un tercer tipus de

transport semblava no saturable i mes aviat limitat a

aminoacids de cadena llarga. (Winter i Christensen, 1964).

Per aquesta mateixa época, s'observa el fet que els

eritrocits de colom -

que son nucleats- tenien una més gran

capacitat d'acumular glicina que els eritrocits humans. A

mes, aquesta capacitat acumulativa es comprova que era

totalment dependent de la presencia de sodi en el medi, la

qual cosa confirmava el requeriment d'aquest catió en els

processos de transport de certs compostos com el transport
de sucres per la mucosa intestinal (Riklis i Quastel, 1958;

Csaky i Thale, 1960), el transport de certs aminoacids també

per la mucosa intestinal (Csaky, 1961), en leucocits humans

(Yunis i col., 1963) i en les cel.lules tumorals d'Ehrlich

(Christensen i col., 1952). En una serie de treballs,
Vidaver definí els trets principals del transport de glicina
en eritrocits de colom (Vidaver, 1964a,b,c). Observa que,

com hem comentat anterioment, la capacitat d'acúmul d'aquest
aminoacid era dependent de la presencia de sodi en el medi i

establí que no era només la sola presencia d'aquest catió el

determinant de la capacitat d'acumular glicina sinó que el

que importava era l'existencia d'un gradient de concentració

a dins i a fora la cel.lula del sodi, de forma que

treballant amb eritrocits hemolitzats i reestablerts,
controlant així la composició intracel.lular, observa que

canviant el gradient de sodi la cel.lula s'omplia o es
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buidava de glicina seguint el sentit d'aquest gradiente Una

altra troballa important fou que l'esteoquimetria del

transport de glicina implicava 2 Na+ i que de fet es

tractava d'un transport electrogenic i per tant dependent
del gradient electric generat pel gradient de concentració

de sodio Amb estudis d'inhibicions, aquest mateix autor

(Vidaver i col., 1964) comprova que aquest transport de

glicina era molt especific ja que només observava inhibició

del transport de glicina quan hi havia en el medi suficient

concentració d'etil- i de metil-glicina (sarcosina). També

observa l'existencia d'un transport d'alta capacitat per

l'alanina pero no era inhibible per la glicina, deduint que

eren rutes d'entrada diferents.

A partir d'aquestes dades Winter i Christensen (1965)

i eritrocits

transport d'aminoacids neutres en reticulocits

de conill. La seva idea era comprovar si els

es podien equiparar als eritrocits de colom en

propietats de transport donat que ambdues

son nucleades i tenen metabolicament moltes

compararen el

reticulocits

les seves

cel.lules

semblances. De ser cert, permetria obtenir un model per a

estudiar els mecanismes implicats en la perdua de la

capacitat d'acumular certs aminoacids en madurar aquestes

cel.lules a eritrocits. Els resultats mostraren que durant

el procés de maduració es perdien les característiques de

transport altament afí per l'alanina i per la glicina mentre

que el transport deIs aminoacids de cadena més llarga no

variava de forma significativa. De fet, descrigueren en els

reticulocits tres grans tipus de transport: Un per

aminoacids neutres de cadena llarga no dependent de sodi,
amb capacitat de bescanvi i que no tansporta contra

gradiente Un altre afí per l'alanina amb dependencia de sodi

i que presentava capacitat de contratransport ó de bescanvi,
i que presenta la capacitat de transportar contra gradiente
I un tercer molt especific per la glicina dependent de sodi
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que també transportava contra gradiente La maduració a

eritrocit implicava la perdua de dependencia al sodi i la

capacitat
Treballs

concentrativa per l'alanina i per

posteriors de Wheeler i Christensen

i Christensen (1967) en eritrocits

la glicina.
(1967a,b) i

de colom iEavenson

reticulocits de conill, confirmaren les troballes anteriors

i establiren que la capacitat d'acúmul de glicina i alanina

es podia explicar per bescanvi amb altres aminoacids de

l'interior de la cel.lula i que aquest procés de bescanvi

era dependent de sodio De fet les darreres descripcions de

sistemes de transport en eritrocits de colom implicaven ja 4

sistemes diferents: un sistema independent de sodi, sense

capacitat de trans-estimulació (bescanvi) per aminoacids de

cadena llarga, anomenat sistema LP per ana logia amb el

sistema L descrit en les cel.lules d'Ehrlich •. Un altre

sistema dependent de sodi, que funcionava per bescanvi per

alanina, serina, cisteina, prolina i probablement per

treonina i aminoacids similars. Aquest sistema s'amonena

ASCP per la seva similitud amb el sistema ASC de les

cel.lules d'Ehrlich (amb l'excepció de la capacitat de

bescanvi). El tercer sistema era dependent de sodi i molt

específic per glicina i sarcosina com ja havia descrit

Vidaver. El quart era un sistema que transportava �-alanina
i taurina pero no �-aminoacids. Com es pot observar els

sistemes descrits en eritrocits de colom anaven resultant

cada cop més similars als sistemes descrits en altres tipus
cel.lulars. La principal diferencia estava en les capacitats
de bescanvi o de trans-estimulació. El que el sistema

dependent de sodi ASCP fos un sistema de bescanvi, mentre

que l'independent de sodi no presenté s trans-estimulació

contradeia la generalització que associa la dependencia al

sodi amb transport net i la independencia amb transport per

bescanvi. No obstant, la capacitat de bescanvi es comprova
que no era una propietat essencial d'un sistema de transport
determinat en trobar que per tractament químic es podia
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suprimir
cil.lules

la capacitat de bescanvi del sistema L

d'Ehrlich sense alteracions en les

en les

altres

propietats d'aquest sistema(Oxender i Whitmore, 1966).

Resumint el que es coneixia aleshores es podria dir que

les cil.lules més irnmadures com els reticulocits de mamífers

i els eritrocits de colom presentaven sistemes dependents de

sodi per alanina i glicina, mentre que les cil.lules mes

madures, com els eritrocits de mamífers, perdien
sistemes dependents de sodio Aixo també s'aplica a

com uns anys més tard publica Wise (1975) en una

aquests
la rata

de les

comptadíssimes referincies a aquest animal, pero sense

realitzar estudis minimament complerts de les cinitiques del

transporto

EIs intents d'establir els motius de la pirdua de

sistemes de transport en madurar les cil.lules han anat

fracasant en no poder demostrar cap lligam entre processos

diferencials que hi ha entre reticulocits i eritrocits i els

sistemes de transporto Es pensa que si una de les

diferincies més patents es la pirdua de la capacitat de

síntesis de proteines en madurar la cil.lula, aquesta podria
esser la causa de la pirdua de sistemes de transporto Es

realitzaren experiments amb inhibidors de la síntesi de

proteines en reticulocits i no s'obsreva cap efecte en el

transport d'aminoacids (Yunis i Arimura, 1964). També

s'intenta ralacionar la pirdua de sistemes de transport

dependents de sodi amb una més baixa activitat de la bomba

de sodi (Na+-K+-ATPasa) que hi ha en els eritrocits respecte
els reticulocits, pero la inhibició que es produia d'aquesta
activitat amb ouabaina no afectava el transport dependent de

sodi (Wheeker i Christensen, 1967a). Succeí el mateix en

l'intent d'establir com a responsable d'aquests canvis a la

pirdua de la capacitat respiratoria deIs eritrocits madurs,

emprant cianur i altres inhibidors (Wheeler i Christensen,

46



1967a,b), aixi com tampoc es troba relació entre els nivells

d'ATP intracel.lular i el transport dependent de sodi

(Vidaver, 1964a; Benderoff i col., 1978).

El grup de Young ha estat dels pocs que ha intentat

establir una relació entre transport d'aminoacids "in vitro"

i funcionalitat cel.lular. Observaren que hi havia una linia

genetica de bens que presentaven una concentració molt baixa

de glutatió dins dels eritrocits i altes concentracions

d'alguns aminoacids, sobretot de lisina i ornitina,

intraeritrocitaris. Comprovaren que aquestes alteracions

eren degudes a un defecte en el transport d'aminoacids i

establiren que els eritrocits amb baixos nivells de glutatió
no presentaven un sistema de transport que si presentaven
els eritrocits normals. El sistema de transport que mancava

resulta ser un nou sistema de transport no descrit fins

llavors. Es tractava d'un sistema amb unes caracteristiques
molt similars a les descrites pel sistema ASC, pero a

diferencia d'aquest no presentava dependencia de sodio Com

que era un sistema amb una alta afinitat per la cisteina,

l'anomenaren sistema C (Young i col., 1976; Young i E11ory,
1977). Aquests autors hipotetitzaren que el sistema C seria

una variant del sistema ASC, el qua1 hagués perdut la

dependencia al sodio

En anys subsequents, s'ha anat definint de forma cada

cop mes precisa els transport d'aminoacids en eritrocits

fent analisis cinetiques molt detallades per exemple del

transport de leucina en eritrocits humans (Rosenberg, 1981)
i d'altres aminoacids en eritrocits humans i de be (Young i

col, 1980). Les troballes més significatives segurament han

estat el fet de demostrar l'existencia de transport

dependent de sodi en eritrocits madurs humans. Estudis mes

detallats del transport de glicina establiren que en

eritrocits madurs humans existeix un transport molt afi per
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glicina i sarcosina, amb dependencia de sodio Aquest sistema

semblava el mateix que el descrit en eritrocits de colom i

en reticulocits de conill i humans i s'ha anomenat sistema

Gly (Ellory i col., 1981; Rosenberg, 1982; AI-Saleh i

Wheeler, 1982). A diferencia del que succeix en humans, s'ha

comprovat que els eritrocits madurs de cobaia no el

presenten, pero si els reticulocits (Fincham i Col., 1984).

També s'ha demostrat la presencia del sistema ASC en

eritrocits madurs humans, i junt amb aquesta descripció s'ha

confirmat la no presencia del sistema A descrit en altres

tipus cel.lulars (Le CAro i Freychet, 1977) en observar la

manca d'inhibició per metil-AIB del transport d'alanina

(Rosenberg, 1982, AI-Saleh i Wheeler, 1982, Young i col.,

1983). Aquests fets indiquen que existeix una gran

variabilitat quant la presencia de sistemes de transport en

les diferents especies, i que les conclusions que s'havien

extret en traballs més antics en el sentit que en madurar la

cel.lula es perdien els sistemes de transport dependents de

sodi mereix una revisió.

Un altre descobriment interessant ha estat el comprovar

que en realitat existien dos tipus de sistemes de transport

independents de sodi: un és el classic sistema L, l'altre

transporta de forma específica el triptofan i s'ha amonenat

sistema T (Rosenberg i col., 1980; Rosenberg, 1981). S'ha

comprovat que aquest darrer sistema no és present ni en les

cel.lules tumorals d'Ehrlich, ni en enterocits, i per tant,

almenys per ara, sembla especific d'eritrocts humans (Lopez
Burillo, 1985; Vadgama i Christensen, 1985).

sistema independent de sodi amb

presencia d'un

les mateixes

Recentment s'ha descrit en cavalls la

característiques del descrit per Young i col.laboradors en

el be, i que havien anomenat sistema C i, com en el cas del

be, existeixen fenotips també en cavalls on manca aquest
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sistema (Fincham i col., 1985; Fincham i Young, 1985).

Aquest s.istema presenta també la característica de funcionar

per intercanvi.

Actualment hi ha un conveni per denominar d'una manera

homogenia els sistemes de transport, donada la gran

quantitat d'entitats diferents que es van describint. S'ha

acceptat que els sistemes dependents de sodi s'anomenin amb

lletres majúscules i els independents de sodi en lletres

minúscules, deixant pero com a excepció els noms molt

arraigats com el sistema L ó el T. Tenint en compte aquest
conveni hi ha un acord en denominar el sistema C com a

sistema asc pe a distingir-Io del sistema ASC dependent de

sodi (Vadgama i Chistensen, . 1985) • Aquest treball que

acabem de citar dóna una visió nova a algunes

característiques deIs sistemes de transport en eritrocits

que creiem convenient comentar.

Haviem vist anterioment que es discutia la possibilitat
que un sistema de transport que presentés dependencia al

sodi pogues perdre aquesta dependencia sense alterar-se pero
les seves altres característiques (per exemple Young i

Ellory 1977). Vadgama i Christensen (1985) discuteixen

aquesta possibilitat argumentant que la perdua del sodi com

a cosubstrat hauria de comportar alteracions en la

selectivitat deIs aminoacids transportats per aquest sistema

i que, per ells, aquests dos sistemes, el dependent i

l'independent de sodi serien entitats diferents. La seva

hipotesi ha estat considerar que si eren entitats diferents

aleshores s'haurien de trobar aquests dos sistemes junts en

alguns tipus cel.lulars menys madurs que els eritrocits de

mamífers. Si, per altra banda, el sistema asc era una

variant del sistema ASC produida en processos de maduració,
aleshores

cel.lules.

no es trobarien mai junts en les mateixes

EIs resultats que han obtingut demostren que els
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dos sistemes coexisteixen en els eritrocits de colom, i que

per tant es tracta de dos sistemes independents un de

l'altre. Aquests resultats, a mes a mes, els han fet

replantejar l'antiga questió del funcionament per intercanvi

deIs sistemes dependents de sodi que anteriorment haviem

comentat. Analitzant altre cop les dades obtingudes els anys

60, arriben a la conclusió que el que succeia era que hi

havia una interferencia d'aquests dos sistemes i que la

capacitat d'intercanvi que havien vist aleshores es devia al

sistema actualment descrit com a asco

I.3.2. Transport d'aminoacids basics.

En les cel.lules d'animals superiors els aminoacids

catiónics solen ser transportats per un sistema anomenat Ly+
+

o actualment y ,el qual reconeix grups carregats

positivament pero també poden se transportats per sistemes

d'aminoacids neutres (per a revisió vegeu Guidotti i col.,

1978, Christensen, 1984).

Com en el cas deIs aminoacids neutres s'ha vist que

existeixen diferéncies entre el transport d'aminoacids

basics en reticulocits i eritrocits de diferents especies.
Així s'ha comprovat que en reticulocits de conill els

aminoacids basics, lisina i arginina principalment, eren

transportats per un sistema similar al sistema Ly+ descrit

en les cel.lules d'Ehrlich (Christensen i Antonioli, 1969).

En madurar aquestes cel.lules a eritrocit aquest sistema

desapareixia i els aminoacids basics eren captats per

processos no saturables (Antonioli i Christensen, 1969).

En eritrocits madurs humans s'ha comprovat que aquest

sistema perdura i és perfectament funcional, tractant-se

d'un sistema no dependent de sodi i no acumulatiu (Young i

col., 1980)
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En eritrocits de bens aquest sistema no existeix i els

aminoacids basics són transportats pel sistema e (ó asc) el

qual presenta afinitat per a aquests aminoacids (Young i

col., 1976; Young i Ellory, 1977)

I.3.3. Transport d'aminoacids acids.

Els aminoacids aniónics son practicament impermeables
a les membranes dels eritrocits ja siguin humans ó de be

(Young i col, 1980). Aquests eritrocits presenten una

captació quasi bé nul.la d'aminoacids aniónics. L'única

excepció coneguda fins ara són els eritrocits de gos els

quals presenten un sistema de transport altament afí per

glutamat i aspartat, dependent de sodi i acumulatiu (Inaba i

Maede, 1984). Aquest sistema és similar al que hi ha en el

tub proximal del ronyó (Schneider i Sacktor, 1980), en fetge

(Sips i col., 1982; Gazzola i col., 1981), en el sistema

nerviós central (Logan i Snyder, 1971) i en fibroblasts

humans (Dall'Asta i col., 1983) i s'ha designat com sistema

XAG·
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II. OBJECTIUS



Com hem comentat en la introducció d'aquesta memoria

existeix una certa polemica quant a la possibilitat de que

els eritrocits puguin constituir una via de transport
d'aminoacids entre els diferents organs. Aquesta polemica va

també lligada a les capacitats deIs eritrocits per a

transportar aminoacids "in vitro" les quals s'han considerat

massa baixes per a explicar els rapids canvis que un

transport interorgans implica.

El treball que constitueix la present memoria s'ha

d'entendre en un context més amplio El nostre interés

inicial estava en l'estudi de la regulació deIs diferents

fluxos interorgans en la rata dins d'un context més ampli de

continuació de l'estudi del metabolisme nitrogenat. Des

d'aquest punt de vista es necessari establir per quines vies

es realitza aquest transport i en aquest sentit la

bibliografia no ajudava massa en haver-hi conclusions.

diferents sobre la possible contribució deIs eritrocits tant

des d'un punt de vista quantitatiu com qualitatiu en les

diferents especies i situacions estudiades. A més a mes, i

com a més important, no existeixen referencies de quina es

la situació en la rata.

La primera part d'aquest treball té, doncs, com a

objectiu el definir d'una forma relativament exhaustiva

si els eritrocits estan implicats ó no en els fluxos

d'aminoacids entre diferents organs de la rata. I si tenen

una contribució intentar quantificar-Ia. L'hem titulat

Contribució deIs eritrocits al transport "in vivo"

d'aminoacids entre els organs

En observar l'important paper que tenen els eritrocits

en els fluxos d'aminoacids entre els organs de la rata en

una situació concreta com la que haviem estudiat, el nostre

interés es decanta vers a intentar incidir sobre els
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mecanismes implicats en aquest transport "in vivo" tenint en

compte les contradiccions que sovintejaven en la

bibliografia entre els estudis "in vivo" i "in vitro". Altre

cop, ens trobarem que la rata havia estat oblidada en els

estudis del transport "in vitro" d'aminoacids i per tant ens

obligava a partit de zero. L'objectiu de la segona part fou

caracteritzar el transport d'una serie d'aminoacids

representatius per eritr8cits "in vitro" i ha estat titulada

Transport d'aminoacids en eritr8cits "in vitro"

Un cop descrites les caracteristiques principals del

transport de diferents aminoacids i en observar que existia

una relaci6 bastant estranya entre els processos "in vitro"

i els resulats obtinguts "in vivo" i conegudes les diferents

hip8tesi existents per a explicar el comportament deIs

eritr8cits "in vivo" pensarem que podriem obtenir algun
indici del que estava succeeint amb la seguent hip8tesi de

treball. La bibliografia mostrava que cel.lules mes

irnmadures que els eritr8cits com podien esser els

reticul8cits tenien unes capacitats de transport de certs

aminoacids més elevades que els eritr8cits. Ens plantejarem
que si els sistemes de transport determinats "in vitro"

estaven implicats en els processos de transport observats

"in vivo" aleshores potser si "in vivo" hi havia alts

nivells de cel.lules amb mes capacitat de transport

observariem que la contribuci6 d'aquestes cel.lules al

transport inter8rgans d'aminoacids seria també mes

importante Per tant, haviem d'emprar rates amb alts nivells

de reticul8cits circulants per a estudiar els fluxos

inter8rgans d'aminoacids. Previament a aquest experiment
haviem de demostrar que els reticul8cits de rata tenien

aquesta mes alta capacitat de transport "in vitro" que la

bibliografia demostrava per altres especies, i aquest fou

l'objectiu de la part 1 d'aquesta mem8ria: determinar les

caracteristiques del transport d'alguns aminoacids
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representatius en reticulocits de rata, part que hem titulat

Transport d'aminoacids en reticulocits "in vitro".

Un cop demostrat que els reticulocits de rata presenten

per alguns aminoacids una capacitat de transport més elevada

que els eritrocits estavem en codicions de realitzar

l'estudi de la possible contribució d'aquestes cel.lules al

transport d'aminoacids "in vivo", la qual cosa constituí

l'objectiu de la part i d'aquesta memoria, que hem titulat

Contribució dels reticulocits al transport "in vivo"

d'aminoacids entre els organs, tenint molt present que

es tractava pas de comparar d'una forma quantitativa
cada aminoacid la contribució dels eritrocits i

no

per

dels

reticulocits sinó que la comparació havia d'ésser molt mes

general.
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III. MATERIALS I METODES



III.1. PART 1: CONTRIBUCIÓ DELS ERITROCITS EN EL TRANSPORT

"IN VIVO" D'AMINOACIDS ENTRE ELS ORGANS.

III.1.1. P1antejament experimental.

L'objectiu d'aquesta part fou estudiar la contribució

deIs eritrocits en el flux interorgans d'aminoacids. Hem

emprat un model de diferencies arteriovenoses a través de

diferents organs i teixits de la rata, com l'aproximació mes

real als balancos deIs diferents teixits.

Per tal d'obtenir una visió ample deIs moviments

interorgans hem escolli els teixits i organs que en principi
mes hi contribueixen, com son l'intestí, el fetge, el ronyó,
els teixits drenats per la vena jugular (principalment
cervell) i els teixits drenats per la vena il.liaca

(principalment múscul) •

Les mesures d'aminoacids han estat realitzades tant en

sang total com en plasma, la qual cosa ens permet,

corregint-ho per l'hematocrit, estimar la contribució deIs

eritrocits en el transport "in vivo" d'aminoacids,

contribució que hem pogut quantificar en mesurar el flux

sanguini de cadescuna de les venes anteriorment citades.

III.1.2. Animals.

S'han utilitzat rates femelles verges de la raca Wistar

(Rattus norvegicus) de l'animalari de la Facultat de

Biologia de la Universitat de Barcelona.

Les rates es mantingueren en condicions ambientals

controlades de temperatura (22 C t 1) i d'humitat (80-90%),

i estigueren sotmeses a un ritme diari de 12 hores de foscor

i 12 hores de llum artificial (8.30 matí-8.30 nit). EIs

57



animals tenien lliure acces al menjar i a la beguda.

III.1.2.2. Dieta

La dieta deIs animals fou del tipus A.04 (rata-ratolí,
manteniment) en forma de granuls d'uns 15 mm de diametre de

la casa Panlab (Barcelona, Espanya), amb un valor calorific

de 2.9 cal./g i la seguent composició:

!lL!.9:
Humitat 120

Proteina 170

Lipids 30

Glúcids 587

Cel.lulosa 43

Minerals 50

complementada amb un complex vitamínic adequat.

III.1.3. Obtenció de mostres.

Per a utilitzar el metode de les diferencies

arteriovenoses es important extreure sang de la vena i de

l'arteria del mateix animal. Donada la quantitat de venes

que haviem escollit i de la quantitat de mostre que s'ha

d'extreure, era impossible la utilització d'un sol animal

per a totes les diferencies arteriovenoses. Per aquest motiu

vam creure oportú fer els seguents grups experimentals :a)

extracció de sang de la vena hepatica, vena porta i arteria

aorta. Amb aquest grup obteniem, doncs, el balanc

intestinal, l'hepatic i el del llit esplancnic. b) extracció

de sang de la vena jugular , de la vena renal i de l'arteria

aorta. Amb aquest grup obteniem el balanc renal i el deIs

teixits drenats per la vena jugular (cervell). c) extracció

de sang de la vena il.líaca i de l'arteria aorta. Amb aquest
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grup obteniem el balan� deIs teixits drenats per la vena

il.liaca (múscul). Cadascun d'aquests grups estava format

per 10 animals. D'aquesta forma, els fluxos globals
interorgans corresponen a més d'un animal, pero asseguravem
la obtenció d'una mostra arterial junt a cada vena, i així

els calculs de les diferencies arteriovenoses es podien fer

fe forma individual.

S'utilitzaren rates

corporal. Al principi

femelles d'uns 220-260 g

del periode de llum (8.30

de pes

A.!4. )

s'aneste siaven els animals amb una injecció intraperitoneal
de pentobarbital sodic (50 mg/kg rata). Un cop adormides (5-

10 minuts després de la injecció) es procedia a visualitzar

la vena que procedís. La sang s'extreia amb una canula

acabada en agulla (Nipro, 0.65x19 mm) conectada a una

xeringa de 5 mI previament heparinitzades i seques (heparina
Analema diluida 1/10 amb aigua destil.lada). Un cop feta

l'extracció de sang s'hi posava un cotó-fluix amb salí

seguent

hemorragies i es procedia a extreure sang

vena ó de l'arteria. En total el procés no

de

per

laevitar

durava

mes de 2 ó 3 minuts per rata. L'ordre d'extracció era sempre

el mateix, essent l'arteria aorta l'última, ja que en

aquesta és molt dificil d'aturar l'hemorragia i a més a més,
hi havia el perill, en parar l'hemorragia, de col.lapsar tot

el sistema circulatori i no poder obtenir les mostres

venoses.

Com veiem, la mostra arterial sempre ha estat de

l'arteria aorta. Aixo es degut a que s'assumeix que la

concentració arterial de qualsevol substancia és la mateixa

en totes les arteries (Rémésy i col., 1983; Brosnan i col.,

1983 entre d'altres). De cada vas sanguini s'extreia de 0.8

a 1 mI de sang i per tant de cada animal, com a maxim,
s'extreia 3 mI de sango Segons la bibliografia (Brosnan i'

col. , 1983) aquesta quantitat extreta no afecta les
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determinacions de les diferencies arteriovenoses.

III.1.4. Tractament de les mostres.

Les mostres de sang eren posades en gel irnrnediatament

després de l'extracció. Del volurn extret de sang per mostra

se'n treien dues alíquotes. D'una d'elles s'obtenia el

plasma per centrifugació a 2000 rpm durant 30 mino a 4 Oc

(MSE Coolspin). El plasma es separava del precipitat
cel.lular per aspiració amb una pipeta Pasteur i es guardava
en fred. Un cop teniem sang i plasma de cada mostra es

procedia a desproteinitzar-Ies per a la valoració

d'arninoacids lliures (vegeu apartat III.1.6).

III.1.5. Determinació de l'hematocrit.

L'hematocrit s'estimava per un metode de

microhematocrit. Una petita quantitat de sang (30-50 �l) es

posava en un capilar, per duplicat, de microhematocrit

(Brand), es tancava (Critoseal) i es centrifugava en una

centrifuga Sigma 101M amb un rotor especial de

microhematocrit a 12000xg durant 3min. Un cop feta la

centrifugacio, amb l'ajut d'un regle es mesurava el volum

existent total ( en ser el diametre del capilar constant) i

el percentatge que representava les cel.lules precipitades.

D'aquesta forma s'obtenia l'hematocrit en % del volurn

sanguini. Aquesta mesura es feia per totes les mostres de

sang extretes.

Per estimar la quantitat de plasma que hagués pogut

quedar atrapat entre les cel.lules precipitades, que ens

donaria una sobrestimació del valor d'hematocrit, es

realitzaren unes proves amb u_14c sacarosa (Amersham) d'alta

activitat especifica (20.46 GBq/rnrnol ó 552 mCi/rnrnol) que

s'afegí a unes mostres de sango Un cop barrejades es mesura
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l'hematocrit i es determina la radioactivitat tant del

plasma sobrenadant com del precipitat cel.lular, despris
d'haver-Io separat del plasma asserrant el capilar i de

precipitar les proteines cel.lulars per tal d'evitar els

alts nivells d'ernmascarament en la mesura de la

radioactivitat, donats sobretot per la gran quantitat
d'hemoglobina. EIs calculs realitzats ens demostraren que en

les nostres condicions el plasma atrapat era inferior al 1%

del volum cel.lular, i per tant, no ferem cap correcció del

valor hematocrit obtingut.

III.1.6. Determinació d'aminoacids lliures.

-Fonament

L'analisi d'aminoacids s'ha realitzat mitjancant el

metode de l'autoanalisi.

separació deIs

quantificació. La

diferents

Aquesta tecninca es basa en una

aminoacids i una posterior
separació deIs diferents aminoacids es

realitza mitjancant una resina de bescanvi ionic (cationica)
com a fase estacionaria i la seva posterior elució amb un

gradient de pH (Morris i Morris, 1976). Quan el pH del tampó
correspon al pH isoelectric de l'aminoacid, aquest es

arrossegat per l'eluient.

La detecció deIs aminoacids eluits es fa mitjancant una

reacció amb l'ortoftalaldehid (OPA) que dóna un compost

fluorescent, detectable fluorimetricament i que permet una

gran sensibilitat (fins a 2 nmols).
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-Aparells i Material

L'aparell
moduls:

era un Rank-Hilger dotat deIs seguents

-Unitat cromatografica CHROMASPEC S180 que separa els

diferents aminoacids mitjancant una columna de

bescanvi ionic.

-Detector fluorimetric FLUROIMETER S143

-Registrador CDS 111C que grafica els pics eluits.

-Integrador VARIAN CDS que mesura les arees deIs pics i

per tant permet la seva quantificació.

-Condicions de treball

-Columna d'acer inoxidable 136 de 350 mm de

plena d'una resina de poliestiré sulfonat (acid
de 5-6 � de diametre i carregada en forma Li+
Hilger) •

-Solucions amortidores. Tampó acid I pH=2, acid cítric

i clorur de litio Tampó acid II pH=2, acid citric,

llarg,
fort)

(Rank-

metanol i tiodiglicol pel rentat de la columna durant

els primers 5 min •. Tampó basic pH=12, acid citric,

hidroxid de liti, acid bóric i EDTA.

-Gradient sigmoidal entre pH 2.5 i 12
-1

-Flux 215 pl.min

-Temps 4 hores d'elució

-Temperatura: controlada per termostat, 40°C de O a 70

mine 60°C de 70 a 150 mine i 40°C de 150 a 240 mine

-Volum de la mostra injectat: 75 FI.

-Quantificació

Per a quantificar la concentració d'aminoacid de les

mostres s'utilitzaren dos tipus de patrons: el patró intern
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(norleucina, NLE) , que s'afegia a cada mostra a una

concentració final coneguda (50 pM) i que ha d'ésser un

aminoacid que no es trobi en medis biologics, i el patró
extern, que es una combinació deIs diferents aminoacids en

una concentració coneguda (en el nostre cas 50 �M) que es

passava per l'autoanalitzador con si es tractés d'una

mostra, cada 4-6 mostres experimentals, i ens permet
coneixer la recuperació de cada aminoacid. Així doncs, per

cada mostra analitzada teniem l'area del pic i la

concentració de NLE, i l'area del pic deIs diferents

arninoacids. Així podiem calcular una concentració aparent

per cada aminoacid:

Ca = area AAi/area NLE x concentració de NLE

Obviament, aquesta concentració nomes seria certa si

els diferents aminoacids tinguessin la mateixa recuperació
que la NLE. Per a determinar quina es realment aquesta

recuperació de cada aminoacid en relació a la NLE s'utilitza

el patró extern, fent la seguent relació per a cada

aminoacid:

Ri = (area AAi/conc.AAi)/(area NLE/conc.NLE)

en el patró externo

Ara podem calcular la concentració real deIs diferents

aminoacids fent:

Creal = Ca x Ri

que haura d'ésser corregida pels diferents factors de

dilució que s'hagin feto
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-Tractament de les mostres

75 ul de les mostres de sang i plasma obtingudes i

processades segons es descriu en els apartats III.1.3 i

III.1.4. foren desproteinitzades en fred amb l'adició de 100

�l d'acid tricloracetic (Sigma) al 10%, fortament barrejades
i centrifugades 30 min a 2000 rpm a 4 oC. El sobrenadant

transparent i net es recollia i se n'agafaven 75 pI per a la

valoració d'aminoacids i es guardaven congelades a -40 C

fins el moment de la valoració, moment en que s'hi afegia 75

�l d'una solució 100 pM de NLE (concentració final, doncs,
de 50 UM. Vegeu més amunt). 75 �l d'aquesta barreja es

passaven per l'autoanalitzador, tal i com hem explicat
anteriorment.

III.1.7. Calcul de la compartimentació sanguinia i de la

concentració intracel.lular d'aminoacids.

-Compartimentació sanguinia.

Donat que a nosaltres ens interessa calcular la

contribució que puguin tenir els eritrocits en el flux

interorgans d'aminoacids, hem de coneixer la concentració

d'aquests dins deIs eritrocits. La forma que hem utilitzat

per a calcular-la, si bé indirecta, és més precisa i segura

que el metode directe de lisar les cel.lules i mesurar la

concentració en el sobrenadant desproteinitzat, ja que el

proces d'aillament i rentat de les cel.lules produeix una

considerable perdua d'una part important deIs aminoacids

intraeritrocitaris, sobretot d'essencials (Hagenfeldt i

Arvidson, 1980).

El calcul emprat és la seguent obvietat:

Cs = Cp x (l-H) + Ces x H

64



on Cs: concentració d'aminoacids en sang

Cp: concentració d'aminoacids en plasma
H: hematocrit en tant per 1

Ces: concentració d'aminacids en la fracció eritrocitaria

de la sango

,

Es a dir, que multiplicant l'invers de l'hematocrit en

tant per 1, per la concentració en plasma obtenim la

concentració en la fracció plasmatica de la sang (és a dir,

per unitat de volum de sang, no de plasma). Per tant, si a

la concentració en sang total li restem la concentració de

la fracció plasmatica d'aquesta, obtindrem la concentració

en la fracció corpuscular (principalment intraeritrocitaria)
de la sango Es a dir:

Ces = Cs - Cp x (1-H)

Totes les dades han estat calculades de forma

individual, no nomes per rata, sinó també per cada vas

sanguini d'on s'extregué mostra.

-Concentració intracel.lular d'aminoacids.

La concentració intracel.lular (intraeritrocitaria)

d'aminoacids ens interessa per tal de poder comparar-la amb

la del medi (en aquest cas plasma).

Per a calcular la concentració intracel.lular ens

sang (Ces).

les dades de compartimentació sanguinia
com més amunt s'explica. Haviem calculat la

d'aminoacids en la fracció corpuscular de la

Si aquesta la dividim per l'hematocrit en tant

basarem en

calculades

concentració

per 1 obtindrem la concentració per volum cel.lular (és a

dir, per exemple �mols/litre de cel.lules):
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Ce = Ces / H

on Ce: concentració d'aminoacids en les cel.lules

Ces: concentració d'aminoacids en la fracció corpuscular
de la sang

H: hematocrit en tant per 1

Ara bé, aquest tipus d'expressió no es comparable a la

concentració plasmatica (pmols/litre de plasma). Per a

poder-ho fer realment comparable ho haurem d'expressar per

unitat de volum d'aigua deIs dos compartiments, sent aquesta
l'única forma de saber si els aminoacids estan més o menys

concentrats en les cel.lules que en el plasma que les

envolta. Necessitem saber, doncs, el contingut d'aigua tant

del plasma com de les cel.lules. El metode que emprarem fou

aplicar els calculs de compartimentació sanguinia i de

concentració intracel.lular pero per a la concentració

d'aigua. El procediment fou el seguent:

Mostres de sang i de plasma es pesaren sobre paper

d'alumi�i previament tarat i foren deixades a l'estufa a 110

C durant 36 hores. Passat aquest temps, es pesa el residu

sec que quedava i es calcula el % d'aigua en sang i en

plasma. Un cop fets aquests calculs aplicarem les equacions

que hem explicat en aquest mateix apartat.

Amb els valors obtinguts del % d'aigua en eritrocits i

plasma corregirem els valors de concentracions d'aminoacids

expressades en �mols/l de cel.lules ó per 1 de plasma
obtenint l'expressió pmols /1 d'aigua intracel.lular (AlC) ó

per 1 d'aigua plasmatica (AP).

III.1.8. Comprovació de l'estat deIs animals.

El metode que hem emprat per a fer les diferencies
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arteriovenoses d'aminoacids (vegeu apartat III.1.3.)

requereix l'ús d'anestesia i de processos relativament

invasius com son la visulització i neteja deIs vas sos

sanguinis (i per tant, la seva manipulació), així com

l'extracció d'un volum de sang considerable. Per altra

banda, es conegut que el flux interorgans d'aminoacids,

especialment de glutamina, pot estar alterat en situacions

d'acidosi i d'altr�s (Brosnan i col., 1983 entre d'altres).

Aquestes raons ens indicaren la conveniencia de comprovar

l'estat deIs animals en les condicions en que s'extreien les

mostres se sango Aquesta comprovació es realitza mesurant la

pressió parcial d'02 de CO2 i el pH de la sang extreta de

tots els vassos sanguinis d'on s'extregué mostra per a la

mesura d'aminoacids, seguint el mateix protocol experimental

que el descrit en l'apartat III.1.3.

III.1.8.1. Determinació del p02' pC02 i pH sanguinis.

La determinació del p02 pCo2 i pH sanguinis es realitza

en una unitat electrodica BMS 3 MK2 Blood Micro System

(Radiometer, Copenhague) compacta, termostatitzada que té

incorporat un microelectrode de pH, un electrode de p02 i un

electrode de pC02 per a la determinació directa d'aquests

parametres.

-mesura del pH

El microelectrode de pH és un electrode capilar de

vidre que necessita un volum de mostra de 40 pI, que esta

muntat en un cap electrodic transparent, mobil i

termostatitzat. Per omplir l'electrode amb la mostra ó amb

les solucions tampó d'ajust s'utilitza una bomba de succió

incorporada, i la lectura és practicament instantania.

67



-mesura del pCo2.

El funcionament de l'electrode de pC02 es basa en la

relació que hi ha entre el pH, la concentració de CO2 i la

concentració de bicarbonat en una solució de bicarbonat

sodic:

Si la solució de bicarbonat i la barreja de gassos que

conté CO2 estan en equilibri, per la llei d'Henry, es

possible predir la proporcionalitat entre la concentració de

CO2 de la barreja de gassos i de la solució:

de la qual s'obté

log (pC02) = -pH + log (HCOj) + pK - log K

Així el pH de la solució de bicarbonat té una

dependencia linial amb el log pC02 quan

l'equilibri.

s'estableix

En l'eletrode de pC02 es mesura el pH en una solució de

NaHC03 + NaCl amb un electrode de vidre especial, tenint un

electrode de referencia de clorur de plata/plata.

L'equilibri amb el gas s'estableix per difusió a través

d'una membrana de tefló. La solució s'equilibra en 2 minuts

aproximadament.

-pO 2

L'electrode de p02 es un electrode polarografic que té

un catode de platí i un anode de clorur de plata/plata,
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col.locat en una solució electrolítica i separat de la

mostra per una membrana de plastic, permeable als gassos, de

polipropilé.

La solució electrolítica és un tampó fosfat al qual
s'ha afegit KCl per estabilitzar el potencial de l'anode

(electrode de referencia). Entre els dos electrodes s'aplica
un voltatge polaritzant d'aproximadament 650 mV.

L'electrode de platí es col. loca aprop de la membrana

i, donat el voltatge polaritzant, l'oxigen que difon a

través de la membrana sera reduit en l'electrode de platí.

Aquest procés de reducció produeix un corrent electric

a través de l'electrode de p02. Donat que la p02 fora de la

membrana és la que determina la difusió de l'oxigen, el

corrent generat sera proporcional a aquesta pressió. En les

condicions d'aquest electrode de p02 el corrent sera

d'aproximadament 10-11 amps per mmHg d'oxigen a 38·C.

EIs electrodes de pC02 i p02 es col.loquen en íntim

contacte dins del bany termostatitzat de tal manera que les

seves membranes es troben una front de l'altre formant una

"cambra de mesura anaerobica" de la qual s'omple l'electrode

de pH. La mostra necessaria per a la determinació deIs tres

parametres es d'uns 140 �l, i la lectura és digital pels
tres parametres.

L'electrode de pC02 s'ha de calibrar amb dos gassos de

diferent, pero coneguda, pressió de CO2 (un d'alta pressió
de CO2: 26.38% i un de baixa: 3.7%) que es poden seleccionar

mitjancant un selector de gassos de forma que la cambra de

mesura abans esmentada pot ser omplerta amb els dos tipus de
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gas de forma consecutiva. Abans d'entrar a la cambra, pero,

els gassos passen a través d'humidificadors per a saturar

los amb vapor d'aigua. Així s'evita la perdua ó la captació
de vapor d'aigua de la solució electrolítica de l'electrode

de pC02•

L'electrode de p02 es calibra amb una solució lliure

d'oxigen i amb aigua termostatitzada equilibrada amb l'aire

(20.9% d'oxigen).

III.l.9. Mesura del flux sanguini.

Per a estudiar si els eritrocits tenen algún paper, o

no, en el flux interorgans d'aminoacids n'hi ha prou en

mesurar les diferencies arteriovenoses de la

compartimentació sanguinia, pero hem volgut, a mes a mes,

poder quantificar aquesta contribució i poder-la comparar

entre els diferents teixits. Per aconseguir aquesta

quantificació son necessaris els fluxos sanguinis de les

venes d'on s'ha extret mostres.

Per a la mesura deIs fluxos sanguinis, actualment es

disposa de diferents metodes, més ó menys precisos i més o

menys generals. Des de la infusió de tracadors ó marcadors

no radioactius, com l'acid aminohipúric, fins la técnica de

les microesferes radioactives, passant per metodes

electromagnetics. Nosaltres hem escollit la reometria

electromagnetica per

relativament senzill,

diferents motius. Es un metode

rapid de realitzar, precís i molt

repetitiu. A més a més, presenta el, per a nosaltres, gran

avantatge de donar la mesura del flux sanguini de la propia
vena d'on s'ha extret sango Hem de tenir present que el

metode de les microesferes radioactives (un deIs més emprats

actualment) dóna el flux arterial d'un teixit determinat, i

es relativament dificil que en extreure sang de les

70



diferents venes per a realitzar les mesures de les

diferencies arteriovenoses, aquestes venes únicament drenin

un sol teixit cadascuna d'elles. Per exemple si es vol

mesurar la diferencia arteria aorta-vena porta tindrem algun
problema, en calcular el flux d'aquesta vena, per

identificar quins teixits, i en quina proporció, són drenats

per aquesta vena, ja que sabem que apart de l'intestí prim,
també ho són el pancreas, la melsa, teixits adiposos que hi

hagi, etc. Aixo, encara és molt més greu en els casos de la

vena il.líaca, que en absolut podem assumir que dreni

únicament múscul de la pota, i de la vena jugular que recull

sang que a passat a través del cervell i de la musculatura

de la cara.

-Fonament

El métode es basa en la_producció, per un electroimant

que es col. loca al voltant del vas sanguini, d'un camp

magnetic a través d'aquest vas. El moviment de la sang a

través d'aquest camp magnetic genera un votatge induit

proporcional a la velocitat i, conegut el diametre del vas,

aquest voltatge induit es també proporcional al flux

volumetric.

-Aparell

Utilitzarem un Electromagnetic Flow.meter (Carolina

Medical Electronics), el qual consta d'un aparell central on

hi resideixen els crcuits electronics i filtres per a

aconseguir "netejar" el senyal electric que li arribi de la

sonda, i els selectors d'ajust, de correcció per

l'hematocrit, així com la sortida del valor mesurat que és

en forma digital. Apart d'aquest modul central, existeixen

un conjunt de sondes electromagnetiques de diferent

diamentre de la serie 400.
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-Procediment

Les rates s'utilitzaren en les mateixes condicions que

les descrites en l'apartat III.1.3.

Abans de comencar amb l'animal, l'aparell s'havia

d'ajustar a zero, la qual cosa es feia introduint la sonda

electromagnetica en un recipient amb salí (NaCI 0.9%) i

col.locant el selector d'ajust a zero, estant desconectat el

mesurador de flux. Per a comprovar el funcionament es

procedia a conectar el mesurador de flux i a moure la sonda

dins del recipient i s'observava l'indicador de flux.

Un cop l'animal estava anestesiat (vegeu apartat

III.1.3.) es procedia a netejar una part de la paret de la

vena en la que es volia mesurar el flux sanguini. Les parets

de la vena han d'estar totalment netes per a utilitzar

aquest metode, ja que si no fos així les interferencies i

"soroll de fons" de l'aparell augmenten de forma

exponencial, i disminueix la sensibilitat i precisió de la

mesura i la veracitat del resultat. Un cop neta la paret de

la vena a mesurar s'hi col.locava al voltant la sonda

electromagnetica. Aquest és el punt clau de la tecnica donat

que és absolutament necessari que la vena encaixi

perfectament en l'espai interior de la sonda, de forma que

el contacte paret de la vena i sonda sigui perfecte en tota

la circumferencia. Es per aixo que s'havia de

utilitzant sondes de diferents diametres fins a

comprovar,

trobar un

encaix perfecte. S'ha comprovat de forma experimental que

per una bona mesura, la sonda ha d'apretar la vena contraint

el diametre del vas en un 10-20%. Aquesta petita constricció

no té cap efecte en la mesura, pero una menor o més gran si

que la té (Gasking, 1972; Wyatt, 1984).

S'ha de tenir en compte, que si bé el diametre intern
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de la sonda usada generalment era nomes de 2.87 mm, la

carcassa que protege ix els electrodes era considerablement

grossa, i aixo dificultava la implantació de la sonda en

certes venes com la renal i la hepatica, essent la primera
molt curta i la segona estant situada tocant el diafragma,
havent-hi poc espai per moure's.

Un cop implantada la sonda, es conectava el medidor de

flux i l'aparell donava els ml/min del flux sanguini. Per a

assegurar-nos-en del valor obtingut sempre es comprovava de

la seguent manera: Un cop llegit el flux, es col.lapsava la

vena aprop de la sonda i el flux baixava a zero, seguidament
es deixava recuperar el flux de la vena i es feia una altra

lectura que havia d'ésser igual a la primera. Quan aquestes

proves no donaven la resposta adequada es tornava a comencar

ó es rebutjava la rata.

III.l.10. Calcul del balanc net d'aminoacids.

�a captació o alliberament net d'aminoacids pels
diferents teixits estudiats ha estat calculada fent la

diferencia de concentracions entre l'arteria i la vena

(diferencies arteriovenoses) tant mesurades en sang total

com en compartimentació sanguinia, i multiplicant el valor

promig d'aquesta diferencia pel flux de la vena mesurat pel
metode de la reometria electromagnetica. Hem considerat,

doncs, que el flux de la vena sera igual a l'arterial, i

que, com ja hem comentat anteriorment, la concentració

d'aminoacids en la vena aorta sera el mateix que en

quansevol altra arteria. Per tant:

Baa = (Aaa - Vaa) x Fs

on Baa: balanc net d'un aminoacid a través d'un teixit

Aaa: concentració d'un aminoacid en l'arteria (en sang
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total o en quansevol dels dos compartiments

sanguinis) .

Vaa: concentració d'un aminoacid en la vena

Fs: flux sanguini de la vena

Quan les concentracions son expressades en nmols/ml

(pM) i el flux sanguini en ml/min., aleshores el balanc de

l'aminoacid (Baa) vindra donat en nmols/min.

Aquests
intestinal

cálculs han

(diferencia

estat aplicats pels
aorta-vena porta) ,

balancos

del llit

esplancnic (diferencia aorta-vena hepatica) , renal

(diferencia aorta-vena renal) dels teixits drenats per la

jugular (diferencia aorta-vena jugular) i dels teixits

drenats per la il.liaca (diferencia aorta-vena il.liaca).

Obviament, pel cas del balanc hepatic aquest raonament

no és aplicable, ja que si bé el fetge té una sola sortida

venosa (vena hepatica) té, en canvi, dues entrades (vies

aferents: vena porta i arteria hepatica), contribuint

cadascuna d'elles al balanc_hepatic en funció del seu flux.

Pel cas del fetge, doncs, hem calculat el flux de cada

aminoacid en nmols/min. pels tres vassos sanguinis implicats
en el balanc hepatic, fent:

Faa = Caa x F

essent Faa: flux de cada aminoacid en nmols/min.

Caa: concentració de cada aminoacid en un dels vassos

sanguinis en nmols/ml

F: flux sanguini del vas corresponent

Un cop calculat aixo per a cada valor individual,

aleshores aplicarem la seguent equació:
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BHaa = (FaaAH + FaaVP) - FaaVH

essent BHaa: balanc; hepatic per un aminoacid

FaaAH: flux d'un aminoacid en l'arteria hepatica
FaaVP: flux d'un aminoacid en la vena porta
FaaVH: flux d'un aminoacid en la vena hepatica
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III.2. PART 2: TRANSPORT D'AMINOACIDS ,

EN ERITROCITS
11 IN VITRO".

III.2.1. Plantejament experimental.

Un cop estudiada la contribució deIs eritrocits en el

transport d'aminoacids entre els organs, vam creure

convenient iniciar l'estudi de les caracteristiques del

transport "in vitro" de diferents aminoacids en els

eritrocits, per a comprovar fins a quin punt podriem
relacionar el transport observat 11 in vivo" amb les

propietats del transport "in vitro", ja que, com hem

comentat en la introducció, existeixen grans discrepancies
entre aquests dos processos.

III.2.2. Obtenció deIs eritrocits.

Partírem d'animals sotmesos a les mateixes condicions

que les descrites en l'apartat III.1.2, i foren aneste siats

tal i com s'explica en l'apartat III.1.3. EIs eritrocits

s'obtingueren sempre de sang arterial (a. aorta).

L'extracció de sang es realitzava tal i com es descriu en

l'apartat III.I.3, pero la quantitat extreta fou de 6-8 mI

per animal i no es mantenia en gel, sinó que irnmediatament

es procedia al rentat de les cel.lules.

III.2.3. Rentat deIs eritrocits.

Pel rentat deIs eritrocits seguírem basicament els

protocols descrits en la bibliografia amb algunes petites

modificacions (Young i Ellory, 1982 entre d'altres).

-Procediment

Col.locavem 1 mI de sang en un tub de plastic de fons
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rodó de 10 mI de capacitat (on feiem tot el proces de

rentat), seguidament hi afegiem 8 mI del medi de rentat

adequat (vegeu apartat III.2.4). Barrejavem per inversió

suau i es centrifugava durant 10 mino a 4 � i a 2000 rpm

(MSE Coolspin) per a precipitar les cel.lules. Un cop

centrifugats els tubs s'aspirava el sobrenadant amb una

pipeta pasteur conectada a una bomba d'aigua, tenint molta

cura d'aspirar també les primeres capes del precipitat (el

que s'anomena buffy coat) , es a dir capes de cel.lules on hi

predominen els leucocits, aixi com greix. Seguidament s'hi

afegien 8 mI mes del mateix medi i es resuspenien les

cel.lules amb agitació suau, i es tornava a centrifugar.
Aquest proces es repetia 3 cops. Un cop feta l'última

extracció de sobrenadant es resuspenien els eritrocits fins

a un hematocrit del 20-30% en el medi adequat. Les cel.lules

quedaven ja llestes pel seu us en l'estudi del transport
d'aminoacids.

III.2.4. Medis.

EIs medis emprats en el rentat deIs eritrocits aixi com

a medi d'incubació en els estudis de transport són basats en

la bibliografia (Young i Ellory, 1982 entre d'altres) amb

lleugeres modificacions. EIs medis que es fan servir pel
rentat i les incubacions son els mateixos i estaven

constiuits per:

-tampó HEPES, pH 7.4 a 37·C, 15 mM

-MgS04 2 mM

-KCI 145 mM

-Glucosa 5mM

tots en aigua desionitzada.

Les primeres proves mostraren que durant el proces de
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rentat i d'incubacions posteriors hi havia un cert grau

d'hemolisi, evidenciat pel color rojenc del sobrenadant.

1naba i Maede (1984), en estudis de transport de glutamat i

aspartat en eritrocits de gos, descriuen i usen albúmina

(fracció V, Sigma) al 0.1% per evitar l'hemolisi sense veure

cap mena d'alteració en el transport degut a la presencia de

l'albúmina. Així, doncs, el medi el comp1etarem amb albúmina
al 0.1% i observarem que l'hemolisi s'evitava totalmente

Totes aquestes solucions estan a la concentració final. Per

a la preparació del medi utilitzavem aquests components 10

vegades mes concentrats (en aquesta concentració es

guardaven a 4 e i es renovaven cada 3 ó 4 dies). Just abans

d'extreure sang de l'animal es preparava el medi di1uint les

solucions 1/10 en aigua desionitzada.

111.2.5. Buidament d'aminoacids.

El buidament d'aminoacids deIs eritrocits el

realitzavem incubant les suspensions ce1.lulars en el procés
de rentat (apartat 111.2.3) entre els passos de resuspensió
i centrifugació a 37 e durant 15 minuts. Poren, doncs, 3

incubacions en total i com s'observa en la fig 111.2.5.1

aixo fou suficient per a la majoria d'aminoacids, sobretot

els ramificats, pero menys efica� per la lisina. Es

considera, pero, que més temps d'incubació podria alterar

les cel.lules abans de comen�ar els estudis de transport

propiament dits. Aquest buidament d'aminoacids

intraeritrocitaris es dóna simplement per equilibració amb

un medi carent d'aminoacids, el qual es renova a cada

incubació.

111.2.6. Diferents parametres estudiats � e1s eritrocits.

El transport es pot expressar de mo1tes

diferents: referit a litre de cel.lules, a

formes

aigua
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DELS ERITROCITS. A- Cel.lules sense incubar. B- Després
de 3X15 mino d'incubació a 37QC. Pics: l-tau,2-asp,3-thr,4-ser,5-asn,6-g1u,7-g1n,
8-pro,9-g1y,lO-ala,11-cit,12-val,13-met,14-iso,15-1eu,16-nle,17-tyr,18-phe,19-his
20-trp,21-orn,22-1ys,23-arg.

Fig.III.2.5. BUIDAMENT D'AMINOACIDS
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intracel.lular, a gram d'hemoglobina, a nombre de cel.lules,
etc. Donades aquestes diferents formes d'expressió vam

decidir estudiar les equivalencies entre elles de forma que

a partir d'una expressió determinada poguessim tenir totes

les altres.

111.2.6.1. Hematacrit i aigua intracel.lular

Les determinacions de l'hematacrit i del contingut
d'aigua cel.lular es realitzaren segons el descrit en els

apartats 111.1.5 i 111.1.7 respectivamente

111.2.6.2. Densitat de les cel.lules.

Per mesurar la densitat de les cel.lules s'utilitza un

volum conegut de cel.lules compactades i es pesa. Els valors

obtinguts molt propers a 1 ens indicaren que no era

necessari fer cap mena de correcció en passar d'unitats

d'hematacrit a unitats de pes de cel.lules.

111.2.6.3. Determinació d'hemoglobina.

Per a la mesura de l'hemoglobina total s'ha emprat un

metode espectrofotometric classic basat en el descrit per

Stadie (1920) i simplificat i millorat posteriorment per

Drabkin i Austin (1935), comercialitzat en forma de kit per

Sigma, ca (Estats Units).

-Fonament

El metode es basa en la oxidació a methemoglobina de

l'hemoglobina i tots els seus derivats, exceptuant la

sulfhemoglobina, en presencia de ferricianur potassic a pH

alcalí. La methemoglobina reacciona posteriorment amb cianur

potassic per a formar cianmethemoglobina, la qual presenta



un pie absorció a 540 rum.

-Reactius

-Reactiu de Drabkin: consisteix en una barreja de

100 parts de bicarbonat sodic, 20 parts de ferricianur

potassic i 5 parts de cianur potassic. Aquesta barreja, que

ve preparada, es dilueix amb 1000 mI d'aigua.
-Brij-35. Solució al 30%

-Patró

liofilitzada.

d'hemoglobina: Methemoglobina humana

-Procediment

Preparació de la solució de Drabkin: a 1 litre del

reactiu de Drabkin diluit s'afegeix 0.5 mI de la solució

Brij-35 al 30% i es barreja bé.

Preparació de la solució patró de cianmethemoglobina:
Es reconstitueix el vial patró d'hemoglobina amb 5 mI de la

solució de Drabkin. Es barreja bé i es deixa -reposar un

mínim de 30 minuts.

Recta patró: La realitzarem amb una serie de tubs de

concentració creixent d'hemoglobina. (0-18 g/100ml) a partir
de la solució patró de cianmethemoglobina, diluint-Ia amb

diferents volums de la solució de Drabkin i llegint
l'absorbancia a 540 rum.

La quantificació d'hemoglobina en les mostres es feu

afegint a 5 mI de la solució de Drabkin 20 nI de sang,

deixant-ho reposar 15 minuts a temperatura ambient i llegint

l'absorvancia a 540 rum. Quan la mostra no era sang sinó una

suspensió d'eritrocits aleshores el volum variava en funció

de l'hematocrit, mantenint-se, pero, la mateixa proporció
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que en el cas de la sango

III.2.6.4. Comptatges cel.lulars

El comptatge cel.lular es va realitzar per un métode

electronic amb un aparell Coulter (Coulter Electronics Ltd,

Anglaterra). Es fa passar una suspensió d'hematies per un

forat molt petit, pel qual passa un corrent electrici quan

hi ha una interrupció en el pas del liquid dlluient

(conductor), es produeix un augment de resistencia en

l'orifici. El pas de cada cel.lula produeix un impuls per

canvi de voltatge, de curta durada i d'una amplitud

proporcional al volum de la cel.lula (Brecher i col., 1956).

La lectura d l'aparell Coulter és digital.

III.2.6.5. Oeterminació de l'aspartat transaminasa (GOT).

Per a la determinació de l'activitat aspartat
transaminasa (E.C.2.6.1.1, GOT, glutamat-oxalacetat
transaminasa) ens basarem en un metode descrit inicialment

per Henry i col. (1960) i modificat posteriorment per Amador

i Wacher (1962) i per Trivedi i col. (1977), i preparada en

forma de kit per ITe diagnostics (Estats Units).

-Fonament

El metode es basa en la disminució de l'absorbancia a

que succeeix en oxidar-se el NAOH a NAO+ per la340 nm

seguents reaccions acoblades:

2-oxoglutarat + L-aspartat glutamat + oxalacetat

+
malat + NAO
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-Reactius: Vial amb la seguent composició

-L-aspartat 133 rnmols/l

-2-oxoglutarat 65 rnmols/l
-NADH 0.23 rnmols/l

-acid oxamic 25.3 rnmols/l

-malat deshidrogenasa > 1000 p/l
-tampó fosfat pH: 7.4, 52.9 rnmols/l

el vial s'ha de reconstituir amb 16 mI d'aigua destil.lada,

agitant suaument.

-Procediment

La reacció es realitzava a 37°C per la qual cosa

s'havia de preescalfar el reactiu durant 2 o 3 minuts. Un

cop a temperatura, a 3 mI del reactiu s'hi afegia·un volum

determinat d'eritrocits lisats, dependent de l'hematocrit ó

200 �l de plasma. Es barrejava bé i es deixava 1 minut,

passat el qual es feren 4 lectures a intervals de 30 segons.

La lectura es feia en un espectrofotometre Shimadzu CL-

720. L'aparell donava directament l'activitat GOT en UI/L.

III.2.6.6. Determinació de l'alanina transaminasa (GPT).

Per a la determinació de l'activitat alanina

transaminasa (E.C.2.6.1.2, GPT, glutamat-piruvat

transaminasa) usarem el metode descrit per Henry i col.

(1960) i comercialitzat en forma de kit per ITC diagnostics
(Estats Units).

-Fonament

El metode es basa en la disminució de l'absorbancia a
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340 nm que s'esdevé en oxidar-se el NADH a NAD+ fruit de les

seguents reaccions acoblades

2-oxoglutarat + L-alanina glutamat + piruvat

+
lactat + NAD

-Reactius: vial amb la seguent composició

-L-alanina 178 rnmols/l

-2-oxoglutarat 10.7 rnmols/l

-NADH 0.23 rnmols/l

-lactat deshidrogenasa > 2600 p/l
-tampó fosfat pH: 7.4, 52.2 rnmols/l

el vial s'ha de reconstituir amb'16 ml d'aigua destil.lada.

-Procediment

La reacció es feia a 37� per la qual cosa era

necessari preescalfar el reactiu durant 2-3 minuts. Un cop

assolida la temperatura es barrejaven 3 ml del reactiu amb

un volum determinat d'eritrocits lisats, dependent de

l'hematocrit, ó 200 �l de plasma. Es deixava reposar durant

1 minut i passat aquest es feien 4 lectures dabsorvancia a

intervals de 1 minuto

La lectura es feia en un espectrofotometre Shimadzu CL-

720, el qual donava directament l'activitat GPT en UI/L.

III.2.6.7. Mesura de la concentració d'ATP intracel.lular.

Per a la mesura de la concentració d'ATP, s'ha usat un

metode enzimatic espectrofotometric descrit per Bucker
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(1947), modificat posteriorment per Adams (1963) i

comercialitzat per Sigma en forma de kit.

-Fonament

El metode es basa en la mesura a 340 nm de la

disminució d'absorbancia produida per la oxidació del NADH a

NAD+ degut a les seguents reaccions acoblades

ATP + 3-fosfoglicerat ADP + 1,3-difosfoglicerat

essent PGK: fosfoglicerat fosfoquinasa
GADP: gliceraldehid fosfat deshidrogenasa

-Reactius

-NADH 0.3 mg en 3 mI finals

-Solució tamponadora de PGA 18 mmols/l. Conté

magnesi i EDTA. Preservat amb cloroformo

-Barreja de GADP/PGK. Suspensió en sulfat

GADP (múscul de conill) 800 p/ml i de PGK

450 A/ml

ions

amonic de

(llevat)

-acid tricloracetic 12% (w/v)

-Procediment

Es partí d'una suspensió d'eritrocits (aproximadament
500 �l) d'hematocrit conegut (aproximadament 20-30%). Un cop

compactades les cel.lules per centrifugació 20 s 15000xg

(Sigma 101M) s'extragué el sobrenadant i s'hemolitzaren les

cel.lules amb l'adició de 1 mI d'acid tricloracetic (12%).

Es barreja bé i es deixa durant 5 minuts en un bany de gel.
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Passat aquest temps es centrifuga a 3000

minuts (en fred) i seguidament es separa

lliure de proteines.

rpm durant 10

el sobrenadant

A 1 mI de la solució tamponadora de PGA s'afegí 1.5 mI

d'aigua desionitzada, 0.5 mI del sobrenadant i 0.3 mg de

NADH. Es barreja per inversió repetides vegades per a

dissoldre el NADH i s'agafaren 2 mI d'aquesta mescla per a

la valoració, els quals es posaren en una cubeta de lectura

espectrofotometrica (Phillips) i es feu una prelectura a 340

nm. Seguidament s'hi afegí 40 pI de la barreja d'enzims, es

barreja per inversió, i quan la lectura s'estabilitza

(aproximadament 10 minuts) es feu la segona lectura,

obtenint, per resta, la disminució d'absorbancia.

deIs

El resultat s'expressa en pmols/l AlC.

nivells d'ATP es realitza en eritrocits
Aquesta mesura

irnmediatement

després de l'extracció de sang, després de l'últim rentat

segons les condicions descrites en l'apartat lll.2.3,

després de 1 hora d'incubació d'aquestes cel.lules a 37 C i

al cap de 2 hores d'incubació.

lll.2.7. Mesura del transport d'aminoacids.

Per a la mesura del transport d'aminoacids en

eritrocits s'ha usat un metode ampliament descrit a la

bibliografia (per exemple, AI-Saleh i Wheeler, 1982;

Rosenberg, 1982; Young i col, 1983) com és el radioquimic,

que es basa en l'analisi radioactiva de lisats de cel.lules

després d'haver-Ies incubat, sota diferents condicions de

temps i medis, en presencia de diferents aminoacids marcats

radioactivament i d'activitats especifiques finals

diferents.

EIs aminoacids analitzats han estat: L-alanina,
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glicina, L-Ieucina, L-glutamat, L-glutamina, L-prolina i L

lisina.

III.2.7.1. Captació en funció del temps (overshoot).

L'estudi de la captació d'aminoacids en funció del

temps ens dóna informació sobre dues característiques
és si el transport per a un

+
dependent de Na • La segona

basiques del transport: una

aminoacid determinat és, o no,

ens informa de si l'eritrocit es capac d'acumular aquest
aminoacid per sobre de la concentració en el medi

també ens dóna el temps en

l'estudi en funció del temps

que s'haura d'estudiar la

aquell temps en que la

(overshoot) • Per altra banda,

cinetica del transport: sera

velocitat és linial amb el temps, assimilant-ho al concepte
de velocitat inicial de la cinetica enzimatica.

III.2.7.1.1. Medis d'incubació.

-tampó HEPES, pH: 7.4 a 37 C, 150 mM (Sigma)

-MgS04 (Merck) 20 mM

-glucosa (CarIo Erba) 50 mM

-albúmina (fracció V Sigma) 1%

-NaCI (Merck) 1400 mM

-KCI (Merck) 50 mM

-KCI (Merck) 1450 mM

-aminoacid corresponent, la concentració i marcatge del

qual s'indica en la grafica corresponent.

Aquestes eren les concentracions mares, les quals ens

servien per a preparar els medis d'incubació, per barreja

d'aquestes solucions, quedant 10 vegades més diluits.

De medis

anomenarem medi

d'incubació n'hi havia de dos

Na+ i medi K+, que ací donem en

tipus
la

que

seva
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concentració final:

Medi Na+ Medi K+

-tampó HEPES 15 mM

pH: 7.4 a 37'C

-MgS04 2 mM

.:-glucosa 5 mM

-albúmina 0.1%

-NaCI 140mM

-KCI 5 mM

-aminoacid

-tampó HEPES 15 mM

pH: 7. 4 a 37°C

-MgS04 2mM

-glucosa 5 mM

-albúmina 0.1%

-KCI 145 mM

-aminoacid

III.2.7.1.2. Incubació

Per a la incubació deIs eritrocits hem seguit
basicament protocols descrits en la bibliografia (per
exemple, AI-Saleh i Wheeler, 1982; Rosenberg, 1982; Young i

col., 1983).

El protocol d'obtenció de les cel.lules és el descrit

en els apartats III.2.2 i III.2.3, amb els quals s'obtenien

eritrocits nets i buits d'aminoacids, essent el medi que

utilitzavem en el rentat, el que ací anomenem medi K+. En

acabar el tercer i últim rentat, es feia la resuspensió de

la meitat deIs eritrocits en medi Na+, i l'altra meitat en

medi K+, ajustant l'hematocrit en ambdós casos a un 20-30%.

La raó per la qual tot el procés de rentat i buidament

d'aminoacids deIs eritrocits es fés en medi K+, i el medi

Na+ només s'utilitzés immediatament abans de la incubació,
és que el transport, quan és dependent de sodi i acumulatiu,

depen del gradient electroquimic generat per la diferent

concentració d'ions a dins i fora de la cel.lula. En rentar

les cel.lules només en medi K+ aconseguim que aquestes
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s'equilibrin amb el K+, el qual entra a la cel.lula per

difusió, i estiguin buides de Na+, el qual surt de la

cel.lula per difusió. D'aquesta manera, en iniciar la

incubació establirem el maxim gradient electroquímic, ja que

hi posavem el medi Na+, i així la cel.lula era pobra en Na+
i rica en K+ en un medi ric en Na+ i pobre en K+.

Un cop resuspesos els eritrocits en medi Na+ i en medi

K+ es podia comencar la incubació:

Es preparaven els medis amb l'aminoacid apropiat a una

concentració, generalment, de 0.2 mM i l'aminoacid

radioactiu (0.5-2 pCi/ml, dependent, entre altres coses, de
.

l
14 - 3

S1 e marcatge era C o H). Es preparaven 2.5 mI de cada

medi (Na+ i K+) tot per duplicat (és a dir que les

incubacions eren de 4 series: 2 sodi i 2 potassi). Un cop

preparats els medis, es preescalfaven a 37°C en un bany
d'incubació termostatitzat i un cop assolida la temperatura
s'hi afegia 500 pI de la suspensió d'eritrocits, en el seu

medi corresponent, resultant, dones, en una concentració

final de cel.lules del 3-5%. A temps adequat (generalment
entre 30 s i 3 hores) s'aturava el transport i es mesurava

la radioactivitat de dins les cel.lules.

-Parada del transporto

Un deIs principals problemes practics en la mesura del

transport en eritrocits ha esdevingut l'aturada del

transport a un temps determinat, i l'evitar el medi atrapat

quan s'ha de lisar les cel.lules per a mesurar la

radioactivitat dins deIs eritrocits, ja que hem de tenir en

compte que en el medi sempre hi ha molta mes radioactivitat

que dins les cel.lules (d'altra manera no podriem pas

mesurar el transport real), i que un deIs protocols mes

emprats per altres tipus de cel.lules, com és la filtració,
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s'ha comprovat que no es recomanable en eritrocits degut a

que es trenquen facilment (AI-Saleh i Wheeler, 1982).

Hi ha dos metodes predominants, amb mes o

variacions, en la bibliografia. EIs dos son similars,
tenen diferencies importants. Nosaltres ferem servir

dos, inicialment, per a comparar-los.

menys
,

pero

els

El primer metode consisteix en extreure 200 pI de la

incubació en el temps que es vulgui aturar el transport, i

posar-los en tubs Eppendorff en els que s'hi havia posat

previament 1 mI del medi K+ fred (és important que estiguin
a baixa temperatura). Irnrnediatament es

centrifugar-los a 15000xg durant 20 s.

s'extreia el sobrenadant amb l'ajut d'una

procedeix a

Seguidament,

pipeta pasteur
conectada

emportar-se

compactades

a una bomba de buit, anant amb molta cura de no

cel.lules. Es resuspenia les cel.lules

amb l mI del medi K+ fred i es repetia tot el

procés 4 vegades. Arnb aquest protocol s'aconseguia tenir un

precipitat cel.lular amb, obviament, una certa quantitat de

medi atrapat, pero aquest tenia molt poca radioactivitat

degut als 4 rentats realitzats.

El segon metode consisteix en posar el 200 pI

provinents de la incubació en tubs Eppendorf on previament
s'hi havia posat 0.5 mI de dibutilaftalat (Merck) i a sobre

d'aquest 0.8 mI de medi K+ fred, de forma que quedessin dues

capes ben definides (de vegades amb l'ajut d'una lleugera

centrifugació). El dibutilaftalat és un oli que té més

densitat que l'aigua pero menys que les cel.lules de forma

que en centrifugar aquest tub on s'hi havia

200 �l de la suspensió d'eritrocits incubats,

passaven a través de la capa de dibutilaftalat

col.locat els

les cel.lules

mentre que el

medi quedava a sobre.

Un cop centrifugat

Tot el procés es realitzava en fred.

(15000xg, 20 s), s'extreia el
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sobrenadant, deixant una petita capa de dibutilaftalat per

sobre les cel.lules, i s'assecaven bé les parets del tub per

evitar que quedés alguna gota de medi d'alta radioactivitat.

Aquest segon metode és el que ferem servir par a totes les

mesures de transport, en donar resultats molt similars i

presentar els seguents avantatges:

El metode del dibutilaftalat es mes segur i senzill ja
que amb una sola centrifugació és suficient, i no es

necessari resuspendre en cap cas les cel.lules. D'aquesta
forma s'evita la possibilitat certa d'augmentar l'hemolisi

en resuspendre les cel.lules 4 cops, i es guanya temps (un

sol pas contra 4). Per altra banda, hem comprovat que la

radioactivitat atrapada entre les cel.lules és molt mes

constant que en el primer metode, de forma que es podia
calcular com una costant a aplicar en els calculs i no

haver-la de calcular per a cada mostra. I, finalment, un

avantatge també important es que, en no poder-se mesclar el

dibutilaftalat amb aigua, podiem deixar una capa d'aquest
oli sobre les cel.lules en l'extracció del sobrenadant,

garantint que no ens emportessim cel.lules en aspirar el

sobrenadant.

-Hemolisi i desproteinització.

Un cop teniem les cel.lules compactades i havent extret

el sobrenadant, per a mesurar la radioactivitat incorporada
s'havien d'hemolitzar i desproteinitzar les cel.lules.

L'hemolisi la feiem afegint-hi a les cel.lules compactades
200 pl d'una solució al 0.1 % de Tritó X-lOO en aigua
destil.lada. Aquest detergent facilita el trencament de les

membranes, sobretot quan es tenen les cel.lules compactades
com les teniem nosaltres. Un cop hemolitzats els eritrocits

es desproteinitzava amb l'adició d'acid percloric al 5%, es

barrejava fortament i es centrifugava durant 3 minuts a
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10000xg. Finalment s'agafaven 300 pI del sobrenadant

desproteinitzat pel comptatge de radioactivitat.

-Aminoacids radioactius

S'usaren aminoacids marcats
3 -

en H o en 14C d'alta

activitat específica (Amersham, Regne Unit):

14
Alanina 6.44 GBq/rnmol 1. 85 MBq/ml- L- (U- C)

- (U_14C) Glicina 4.18 GBq/rnmol 1. 85 MBq/ml
14

Leucina 12.90 GBq/rnmol 1. 85 MBq/ml- L- (U- C)
14

Glutamat 10.73 GBq/rnmol 1. 85 MBq/ml- L-(U- C)
14

Glutamina 10.66 GBq/rnmol 1.85 MBq/ml- L- (U- C)
3

Prolina 1. 92 TBq/rnmol 37.00 MBq/ml- L-(2,3(n)- H)
3

Lisina 1. 48 TBq/rnmol 37.00 MBq/ml- L- (4,5- H)

III.2.7.1.3. Mesura del blanco

Com ja hem comentat en l'apartat anterior l'ús del

metode del dibutilaftalat per aturar la captació ens permeté
considerar la radioactivitat mesurada com interna de

l'eritrocit pero que provenia en realitat del medi atrapat,
com únicament dependent de, i proporcional a, la

radioactivitat en el medio D'aquesta forma poguerem calcular

el factor que, multiplicat per la radioactivitat del medi,
ens donava la quantitat de radioactivitat que havíem de

restar de la mesura feta en eritrocits.

Aquest experiment el realitzarem amb sacarosa 14c
(Amersham, Regne Unit) d'alta activitat específica. El

procediment fou el

utilitzant el metode

descrit en l'apartat
del dibutilaftalat.

III.2.7.1.2,

Coneguda la

radioactivitat del medi i la del lisat cel.lular, i donat

que la sacarosa no és captada pels eritrocits (AI-Saleh i

Wheeler, 1982 per exemple), ens fou possible calcular el
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valor de 9.74 x com a factor relatiu a la

radioactivitat del medi per a les mesures del transport que

aplicarem a cada incubació.

III.2.7.1.4. Prova de l'adsorció de membrana.

Malgrat que la bibliografia mostri que en els estudis

de captació d'aminoacids per eritrocits no hi ha adsorció en

membrana (AI-Saleh i Wheeler, 1982), nosaltres creierem

necessari comprovar-ho en les nostres condicions

experimentals.

S'ha de tenir en compte que en estudiar la captació en

eritrocits per mesures de la radioactivitat d'un lisat

cel.lular, d'entrada és impossible discernir entre aquella
radioactivitat que es trobava realment a dins la cel.lula i

aquella que estigués enganxada a la membrana (adsorció) per

la part externa. Per a comprovar si realment hi havia

adsorció ó no ferem el seguent experiment:

S'incubaren eritrocits en les mateixes condicions que

les descrites en l'apartat III.2.7.1.2 amb L-Ieucina, L

lisina i L-prolina. La diferencia era que el desproteinitzat
deIs hemolitzats es realitza en presencia i en absencia de

les membranes. Es a dir, un cop hemolitzades, unes mostres

foren centrifugades a 15000xg 20 s i es desproteinitza només

el sobrenadant lliure de membranes, mentre que altres

mostres seguiren el protocol normal, es a dir que es

desproteinitza l'hemolitzat total (amb membranes). S'hi

hagués adsorció, aquesta ha d'ésser irreversible, i per

tant, la radioactivitat obtinguda en absencia de membranes

hauria d'ésser més baixa que la obtinguda en el

desproteinitzat de l'hemolitzat total amb membranes).

Realitzarem la incubació a dos temps diferents: a 10 i a 30

segons per L-Ieucina i a 10 segons i 1 minut per L-lisina i
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L-prolina

Donat,

de Tritó

membrana,

pero, que el protocol que seguirem inclou l'ús

X-lOO el qual és un detergent que afecta a la

es pot pensar que hi podria haver un efecte

d'aquest detergent desenganxant l'aminoácid de la membrana,
i per tant, ernmascarant-nos l'adsorció en l'experiment
anterior. Per a comprovar aquest punt es repetí
l'experiement anterior, aquest cop només amb L-prolina, pero

realitzant l'hemolisi amb i sense tritó X-lOO.

III.2.7.l.5. Comprovació del metode.

Donat que el protocol que seguírem per a mesurar el

transport l'havíem extret de diferents fonts

bibliografiques, fent-hi petites modificacions, creierem

oportú realitzar una comprovació final de que el metode que

hem emprat donava valors comparables amb els bibliografics.
Aquest experiment consistí en fer mesures de la captació
d'alanina en eritrocits humans seguint el nostre protocol i

els temps i les concentracions emprades per Young i col.

(1983) •

EIs eritrocits humans els obtinguerem de l'autor

d'aquesta memoria per extracció de 10 mI de sang de la vena

radial superficial del brac esquerre. La sang fou processada

segons es descriu a l'apartat III.2.7. EIs eritrocits foren

incubats amb 14C alanina a 37 C durant 30, 60, 120, 180 i

240 minuts. La concentració d'alanina fou de 0.25 mM.

III.2.7.2. Captació d'aminoacids en funció de la

concentració (Cinetica) •

Per a estudiar la cinetica de la captació deIs

diferents aminoacids escollírem un marge de concentracions
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ampli, amb diferencies segons l'aminoacid, basant-nos en

dades bibliografiques de les constants cinetiques d'aquests
mateixos aminoacids mesurades en eritrocits d'altres

especies, un cop escollit el temps d'incubació que,

hem comentat anteriorment (apartat III2.7.1), ens ve

pels experiments de captació en funció del temps.

com ja
donat

-Procediment

El proces d'obtenció i neteja dels eritrocits i el

buidament d'aminoacids fou el descrit en l'apartat III.2.7.

Els medis d'incubació en la seva constitució foren els

descrits en l'apartat III.2.7.1 i completats amb les

concentracions adequades d'aminoacids (especificades en les

grafiques corresponents). Aiximateix, els medis també

contenien sacarosa (Merck) (concentració mare 0.4 M) per a

mantenir la osmomolaritat del medi igual, independentment de

la concentració d'aminoacid que hi hagués. Els medis pe a la

incubació es preparaven de la seguent manera:

Es preparava una barreja de les diferents solucions per

a medi Na+ i medi K+ (quan l'experiment de l'overshoot havia

demostrat dependencia de sodi pel transport d'aquell
aminoacid) pero sense afegir-hi ni aminoacid no radioactiu

ni aigua per a fer la dilució. A aquests medis preparats

d'aquesta forma, s'hi afegia l'aminoacid radioactiu

(aproximadament 0.5-1 �Ci/150 pl). Seguidament, a una

bateria de tubs Eppendorf, s'hi posaven 150 pl del medi Na+
ó 125 del medi K+. S'hi afegia 25 �l de les solucions de

diferents concentracions de l'aminoacid a estudiar (10

vegades més concentrades que la concentració final), 25 pl
de sacarosa a una concentració inversament proporcional a la

de l'aminoacid i es completava el volum fins a 250 nl amb

aigua desionitzada. Aquests tubets eren preincubats a 37 e ó
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a 20 C en el cas de la leucina). Passats uns 3-5 minuts, es

comencava la incubació afegint-hi 50 pI de la suspensió
d'eritrócits adequada (Na+ o K+, hematocrit d'aquesta
suspensió:20-30 %). Passat el temps d'incubació (calculat de

forma independent per a cada tub) s'extreien 200 pI de la

incubació i es segui el procés d'aturada, d'hemolisi i de

desproteinització descrits en l'apartat III.2.7.1.

III.2.7.2.1. Estudis d'inhibicions.

Per a estudiar l'efecte de la presencia de diferents

arninoácids sobre el transport d'aminoacids determinats

seguírem el protocol descrit en l'apartat III.2.7.2, pero

afegint-hi l'arninoácid inhibidor a una concentracio final de

10 mM, exceptuant el glutamat que per problemes de

dissolució s'empra a una concentració de 3 mM. EIs

aminoacids

realitzaren

testats i les condicions en les que es

els estudis s'especifiquen en les taules

corresponents.

III.2.7.2.2. Estudi de la dependencia al CI del transport
de glicina.

Per a comprovar si realment hi havia dependencia al CI- en

el transporto de glicina, estudiarem la captació d'aquest
aminoacid en un medi que contenia CI- (és a dir, l'emprat 'en

tots els estudis de transport) i en medis en que s'havia

substituit el CI- per ions formiat i acetat. En aquest

experiment només s'estudia el transport total, en presencia
de sodio EIs eritrocits es netejaren, bui�aren d'aminoacids

i incubaren en medi clorur, formiat ó acetat sodics a una

concentració final de 145 mM. La incubació es feu a 37 C

durant 3 minuts, seguint el protocol descrit en l'apartat
III.2.7.2.
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lll.2.7.3. Calculs i expressió deIs resultats.

Per arribar a una expressió del transport a partir de

les dpm obtingudes del lisat cel.lular, hem seguit un procés
de calcul que per raons que se'ns escapen no l'hem vist usat

en la bibliografia, pero que considerem perfectament
correcte i més senzill que alguns deIs descrits.

Donat que hem comprovat que la mesura de l'hematocrit

es fiable i que el medi atrapat en les nostres condicions es

negligible (apartat lll.1.5) considerarem que podiem, a

partir del valor hematocrit que s'obté en l'última

resuspensió d'eritrocits abans de la incubació, arribar a

saber l'hematocrit en els 200 �l que s'extreien de la

incubació per a mesurar la radioactivitat incorporada en les

cel.lules. Aquest volum de cel.lules, recordem-ho, no

sofreix cap

s'hemolitza

variació

i es

ja que és tot aquest

desproteinitza, i el

volum el

metode
que

del

dibutilaftalat ens garante ix que en l'únic pas d'extracció

del sobrenadant no perdiem cel.lules.

Tenim, doncs, l'hematocrit deIs 200 Al extrets. l, a

més a més, hem calculat que la densitat de les cel.lules es

pot considerar 1. Amb aquestes consideracions, podem
convertir el valor hematocrit en mg de cel.lules. Per tant,

coneixent l'activitat específica per a cada aminoacid

emprat, podem expressar el transport tant per volum com per

pes de cel.lules (per exemple: nmols/l cél. o nmols/mg
cel.). Com que, per altra banda, també disposem del

contingut d'aigua deIs eritrocits (apartat lll.1.7) podrem

expressar el transport per mg d'aigua intracel.lular (AlC),

que és com decidírem expressar els resultats de transport en

aquesta memoria. Així, en els estudis de captació en funció

de la concentració l'expressió escollida ha estat nmols

d'aminoácid captat/ml AlC/min. En els estudis de captació en
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funció del temps, pero, hem preferit expressar en les

grafiques la relació aminoacid dins la cel.lula/aminoacid en

el medi (relació IN/OUT), havent-la corregit pel contingut

d'aigua cel.lular i del medio
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III.3. PART 3: TRANSPORT D'AMINOACIDS EN RETICULOCITS IN

VITRO

III.3.1. P1antejament experimental.

En algunes especies s'ha descrit que els reticulocits

presenten uns sistemes de transport en general més actius i

més capacos que els que presenten els eritrocits. L'objectiu
d'aquesta part és comprovar quina és la situació en la rata,

es a dir, quines sóm les característiques del transport
d'aminoacids en la rata.

III.3.2. Obtenció de reticulocits.

La bibliografia mostra dos metodes diferents per a

la obtenció d'alts nivells de reticulocits circulants,
metodes emprats principalment en conill i be (Antonioli i

Christensen, 1969; Tucker i Young, 1982 entre d'altres). Un

d'ells es basa en l'administració de fenilhidracina, compost

que destrueix els eritrocits, estimulant per tant la sortida

de reticulocits a la circulació. L'altre metode es basa en

extreure de l'animal una important quantitat de sang de

forma repetida durant un període de temps adequat, causant

per tant una forta anemia a l'animal (per disminució deIs

eritrocits circulants), obligant a compensar aquesta perdua
amb una elevada síntesi de reticulocits.

III.3.2.1. Procediment.

Hem usat el segon metode presentat en l'apartat
anterior per evitar l'ús de la fenilhidracina, que en ser un

toxic que actua a nivell de les membranes és poc recomanable

per a estudis de transport (Antonioli i Christensen, 1969;

Tucker i Young, 1982).
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Donat que l'aparició de reticulocits a la circulació

presenta la forma de pic i practicament dura només 1 dia

(Antonioli i Christensen, 1969), i no havent-hi referencies

en la bibliografia de l'ús d'aquest metode en la rata, el

primer que calia fer era trobar les millors condicions per a

assolir un pic cIar de reticulocits circulants. Per a

aconseguir-ho seguírem dos protocols lleugerament diferents.

S'usaren rates en les mateixes condicions descrites en

l'apartat III.1.2. EIs animals foren lleugerament
anestesiats amb éter i la sang s'extreié per

cardíaca.
punció

A un grup de rates se'ls extreié 3 mI de sang diaris,

durant 3 dies. A un altre grup l'extracció fou de 3 mI de

sang durant 4

(vegeu apartat

dies. Cada dia es mesuraven l'hematocrit

III.1.5) i es ·feia un comptatge de

reticulocits per tinció supravital amb blau cresil brillant

(Merck). EIs reultats demostraren que el primer protocol era

millor i fou axí com es realitza en endavant.

III.3.3. Diferents parametres estudiats en els retuculocits

Tots els parametres mesurats en reticulocits han estat

previament descrits en eritrocits. Així es determina

l'hematocrit (vegeu apartat III.1.5),

intracel.lular (III.1.7), densitat

contingut d'aigua
de les cel.lules

(III.2.6.2) , hemoglobina (III.2.6.3), activitat alanina

transaminasa (III.2.6.6), activitat aspartat transaminasa

(III.2.6.5) i nivells d'ATP intracel.lular (III.2.6.7).

III.3.4. Mesura del transport d'aminoacids.

En general, en aquests tipus d'estudis, quan es parla
de transport en reticulocits acostuma a significar transport
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en suspensions de cel.lules sanguines amb una certa

en reticulocits (20-80%) i es sol indicar per

riquesa
cada

experiment concret el % de reticulocits sobre el total de

cel.lules sanguinies presents en la suspensió. Aixo també ho

hem aplicat nosaltres. Es a dir, que quan parlem del

transport en reticulocits ens referim a suspensions riques
en aquestes cel.lules, pero no pures.

Per a estudiar el transport d'aminoacids hem seguit el

mateix protocol que per eritrocits, tant pel que fa la

captació en funció del temps (apartat III.2.7.1) com al

transport en funció de la concentració (III.2.7.2), com a

l'efecte inhibidor de diferents aminoacids (III.2.7.2.1) i a

la dependencia al Cl- del transport de glicina.

Hem estudiat el transport de L-alanina, glicina, L

leucina, L-glutamina i L-glutamat amb els mateixos marcatges
i activitats especifiques detallades en l'apartat III.2.7.1.

III.3.4.1. Estudis de la influencia del � del medi sobre el

transport de glutamina i alanina.

Per a estudiar com afectava el pH del medi al transport
de glutamina i alanina s'utilitzaren medis d'incubació de

diferents pH aconseguits amb l'ús de tampó Hepes ajustat a

pH de 6.5, 7.4 i 8. Les cel.lules foren obtingudes i

processades com es descriu en l'apartat III.3.4, pero des

del primer rentat es dividiren en 3 grups un per cada pH i

es processaven sempre amb el medi ajustat al seu pH

corresponent fins al final de la incubació. L'estudi es feu

tant en medi Na+ com en medi K+ descrits en l'apartat
III.2.7.1.1)
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III.4. PART 4. CONTRIBUCIÓ DELS RETICULOCITS AL TRANSPORT

"IN VIVO" D'AMINOACIDS ENTRE ELS ORGANS.

III.4.1. P1antejament experimental.

Un cop esbrinat quines són les característiques del

transport d'arninoacids representatius en suspensions riques
en reticulocits i demostrat que aquest

alguns aminoacids, mes rapid i capac

eritrocits, ens plantejarem comprovar si aquest fet tenia

transport es,

que el descrit

per

en

algun reflex en la situació "in vivo".

sistemes de transport descrits "in

Es a dir, que si els

vitro" son els

responsables de, ó estan implicats en, la participació deIs

eritrocits en el transport d'aminoacids entre els organs,

aleshores, en una situació on hi hagi alts nivells de

reticulocits circulants podriem esperar una mes alta

contribució d'aquestes cel.lules en el flux interorgans
d'arninoacids, malgrat que la comparació no es pugui fer tan

directa en haver-hi diferencies intrínseques a les dues

situacions.

III.4.2. Procediment.

La obtenció d'alts nivells de reticulocits circulants

ha estat descrita en l'apartat III.3.2.1.

La obtenció de mostres sanguínies s'ha realitzat segons

el descrit en l'apartat III.1.3, pero només s'ha analitzat

els balancos intestinal, hepatic i esplancnic, es a dir que

només s'ha extret mostres sanguínies de la vena hepatica, la

vena porta i l'arteria aorta.

La

III.1.4.

obtenció de plasma ha estat descrita

i la mesura de l'hematocrit en el

en l'apartat
III.1.S. La

mesura deIs aminoacids lliures s'ha realitzat segons es

103



descriu en l'apartat III.1.6 i la mesura de l'aigua
intracel.lular i plasmatica segons l'apartat III.1.7.

Finalment s'ha comprovat l'estat deIs animals mesurant el

pH, p02 i pC02 sanguinis (apartat III.1.8).
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III.5. COMPTATGE DE LA RADIOACTIVITAT.

III.5.1. Aspectes generals.

La radioactivitat de

comptador d'escintil.lació

TriCarb model 460C.

les mostres es

líquida marca

,

mesura

Packard,

en un

tipus

III.5.2. Liguid d'escintil.lació.

El liquid d'escintil.lació emprat fou una barreJa deIs

seguents compostos per litre de solució (Turner, 1971):

- 750 mI de xilé (CarIo Erba).
- 3 g de P.P.O. (2,5 difeniloxazol) (Koch-Light Lab).
- 100 mg de P.O.P.O.P. (1,4-bis (2-(5-feniloxazil)benzé»

(Sigma) •

250 mI de tritó X-lOO (Aldabó i Julia).

Aquest líquid d'escintil.lació es prepara

primer el PPO i el POPOP en xilé, per agitació.
s'afageix el tritó X-lOO i s'agita fins que s'ahgi

dissolvent

Després,
barrejat

del tot. Es manté sempre en ampolla fosca per evitar la seva

descomposició per la llum. Aquest líquid permet el comptatge
de mostres liposolubles així com també d'hidrosolubles

sempre i quant, en aquest darrer cas, es mantinguin

proporcions de volums de mostra i líquid d'escintil.lació

que facin possible l'acció del tritó X-lOO com a detergente

III.5.3. Calcul de les dpm.

El copmtador determina per a cada mostra un valor de

radioactivitat que ve expressat en comptes per minut (cpm)
que corresponen a la radioactivitat present, així com també

a les condicions particulars de cada vial que conté
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radioactivitat. Existeix un emmascarament de les mostres que

fa que hi hagi una perdua en la detecció de cpm a partir de

les dpm original s i que és provocat per interferencies en la

producció i/ó transmisió de l'energia llumínica dins del

líquid d'escintil.lació.

Per a coneixer les dpm de radioactivitat a la mostra

cal coneixer l'eficiencia de cada comptatge. Aixo es fa

mitjancant la determinació de les cpm a dos canals, A i B,

de diferent rang d'energia, de forma que, per cada mostra,

el comptador dóna un valor r que correspon a una relació

entre els canals A i B front a una radiació gamma constant

(estandar externa). Per a coneixer l'eficiencia de cada

copmtatge a partir de la relació de canals a l'estandar

externa es contrueixen periodicament per a cada isotop una

corba d'eficiencia.

III.5.4. Corba d'eficiencia per � 14c.

Per a construir la corba d'eficiencia de 14c es partí
, �.

1
.

1
� 14

mb dduna patro de V1a s conten1nt to ue- C a pm conegudes
(51000) i iguals per a cada vial pero amb diferent grau

d'emmascarament, degut a la presencia de concentracions

creixents d'un agent emmascarador, en aquest cas cloroform

(New England Nuclear, NES-202). Aquests vial s es comptaren
varies vegades obtenint-se corbes d'eficiencia E (relació
entre les cpm detectades i les dpm originalment presents)

respecte a la relació de canals r de les comptes detectades

a un canal respecte a l'altre. A partir de les cpm i de la r

de cada vial comptat es determina sobre la corba

l'eficiencia de cada mostra, i així es calcula:

dpm = cpm / E
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III.S.S. Corba d'eficiencia per 3�

Pel comptatge i determinació de dpm de 3H es procedí en

tot igualment com s'ha descrit pel cas del 14C. En aquesta
situació les corbes d'eficiencia per l'isotop 3H es

determinaren a partir d'una patró d'hexadeca-3H.

107



III.6. ESTADÍSTICA.

Totes les dades es presenten com a mitjanes
estandar de les mitjanes.

l'error

Les

ap1icant

comparacions
el metode de

entre mitjanes s'han rea1itzat

la t de Student amb la qua1,

mitjancant unes tau1es, s'obté la probabi1itat de que les

diferencies observades siguin degudes a l'atzar.

En e1s casos en que s'ha comparat una mitjana amb un

número constant (O ó 1), s'ha ap1icat un cas especial de la

t de Student, fent:

t = X / E.S.

essent X: mitjana de les mostres

E.S.: l'error estandar de la mitjana

i comprovant-se que aquest cocient segueix una distribució

normal. El resu1tat d'aquest cocient es comparava amb la

tau1a de la t de Student per n-1 graus de 11ibertat (essent

n el nombre de dades).
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IV. RESULTATS



IV.1. PART 1: CONTRIBUCIÓ DEL S ERITROCITS AL TRANSPORT "IN

VIVO" D'AMINOACIDS ENTRE ELS ORGANS.

IV.1.1. Parametres hematics i fluxos sanguinis.

En la taula IV.1.1 es mostren una serie de parametres
hematics i les activitats deIs enzims alanina transaminasa i

aspartat transaminasa de sang i cel.lules sanguinies
corresponents a rates femelles verges i adultes d'un pes

aproximat de 220-250 grams, a l'inici de la fase lumínica.

El pH i les pressions parcial s d'oxigen i d'anhidrid

carbonic de l'arteria aorta i de les diferents venes es

mostren en la taula IV.1.2. Com es pot observar, el pH

sanguini és practicament el mateix independentment del lloc

d'on s'hagi extret la mostra. La pressió parcial d'oxigen es

mes alta en l'arteria que en les venes, tenint aquestes la

meitat del valor arterial, essent la més baixa la vena

hepatica. La pressió parcial d'anhidrid carbonic presenta

els valors mes baixos en l'arteria, essent els més alts els

corresponents a la vena porta, es a dir, a la vena que

irriga l'intestí principalment.

La taula IV.I.3. mostra els valors del flux sanguini

expressat en ml/min. de les diferents venes. Com es pot

observar, la vena hepatica és la que presenta un flux

sanguini més alt, seguida de la vena porta que representa un

66% del flux total hepatic. L'arteria hepatica, per tant,

contribueix amb un 34% al flux hepatic. La vena renal, la

jugular i la vena il.líaca tenen un flux sanguini molt

similar entre 5 i 6 ml/min.
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TAULA IV.I.I. PARAMETRES HEMATICS I ACTIVITAT GOT I GPT EN
...

CEL.LULES DE SANG NORMAL.

Densitat cé l .

% Aigua cé L,

Ceü.xI06/mm3
Hct %

% Reticulocits

Hb g/lOO mI sang

CHCM %

VCM u3
HCM pg/cel.
GOT UI/L celo

GPT UI/L celo

1.03±O.OI

61.05±O.14

7.51±O.12

42.65±O.47

2.05±O.03

12.89±O.22

30.26±O.56

56.94±O.90

17.21±O.96

1758±88

1159±53

essent Hb: hemoglobina
CHCM: contingut d'hemoglobina corpuscular mitja

VCM: volurn corpuscular mitja
HCM: hemoglobina corpuscular mitjana



TAULA IV. 1. 2 •

"

pH, p02 I pC02 EN L'ARTERIA I LES DIFERENTS

VENES DE RATES NORMALS.

pH p02 pC02

A. Aorta 7.35±0.03 104.0±3.56 26.67±3.13

V. Jugular 7.31±0.02 68.4±2.42 48.67±2.17

V. Renal 7.33±0.02 66.5±1.92 37.50±7.50

V. Il.liaca 7.34±0.02 71.8±3.77 42.67±3.28

V. Hepatica 7.34±0.04 53.0±1.47 45.17±4.97

V. Porta 7.31±0.02 62.2±4.63 51. 50±2. 00

TAULA IV.1.3. FLUXOS SANGUINIS DE LES DIFERENTS VENES DE

RATES NORMALS.

rnl/rnin

V. Hepatica 21. 62± 0.27

V. Porta 14. 29± 0.34

A. Hepatica 7. 33± 0.17

V. Renal 5. 50± 0.37

V. Jugular 5. 75± 0.63

V. Il.líaca 5. 30± 0.30



IV.l.2. Concentració d'aminoacids en l'artéria: sang i

compartimentació sanguinia.

En la taula IV.l.4 es mostra la concentració

d'aminoacids en sang i en les dues fraccions sanguinies
corresponents amostres arterial s i expressades en umols per

litre de sango Per la treonina, serina, glutamina, glicina,
citrul.lina, tirosina, histidina i lisina no hi ha

diferencies significatives entre els dos compartiments
sanguinis. Per la taurina, aspartat, asparagina, glutamat i

arginina la fracció corpuscular de la sang es

significativament més important quant la concentració total

sanguinia que la fracció plasmatica., mentre que per

prolina, alanina, valina, metionina, isoleucina, leucina i

fenilalanina la situació és inversa, és a dir que la fracció

plasmatica de la sang té una contribució mes important que

la fracció corpuscular.

En la taula IV.l.S es mostra la concentració

d'aminoacids en les cel.lules sanguinies, majoritariament
eritrocits, i en el plasma havent estat corregit aquest
valor pel seu contingut d'aigua i per tant els resultats

estan expressats en umols per litre d'aigua. Aiximateix,
també es mostra en aquesta taula la relació de

concentracions eritrocits/plasma. Com es pot observar, la

metionina es l'unic aminoacid que presenta una relació de

concentracions no significativament diferent de 1. Tots els

altres aminoacids presenten una concentració en els

eritrocits superior a la del plasma, destacant el glutamat i

la taurina que es troben unes 9 vegades més concentrats en

els eritrocits que en el plasma.
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TAULA IV.1.4. CONCENTRACIÓ D'AMINOACIDS EN SANG I EN LES

DUES FRACCIONS SANGUINIES DE RATES NORMALS.

Valors expressats en umols/l de sango (promig de 30 animals)

AMINOACID SANG FC FP

TAU 362.3±20.0 294.9±17.6 75.5±5.2 ***

ASP 39.2±2.9 25.9±2.8 13.3±0.8 ***

THR 265.4±15.4 122.5±13.3 139.4±10.2 ns

SER 210.4±8.6 97.3±7.2 110.2±6.9 ns

ASN 56.0±8.6 32.3±4.6 20.7±1.9 *

GLU 231.5±12.9 172.3±15.6 39.8±3.3 ***

GLN 546.1±50.3 198.9±22.4 235.2±14.8 ns

PRO 155.2±10.9 64. 6± 4.4 9 O. 6± 7 .3 **

GLY 175 .1± 8.5 86. 8± 6.1 83. 4± 4. 7 ns

ALA 389. 6± 21.1 165.9±21.0 218.0±12.3 *

CIT 92.7±4.5 41.2±4.7 51. 6± 2. O ns

VAL 153. 6± 8.2 6 O. O± 7. O 91. 4± 4.7 ***

MET 29. O± 3.9 9. 3± 3.8 30. 2± 2.2 ***

ILE 84. 7± 5.2 35.4±3.8 48. 2± 2.7 **

LEU 142. 5± 8.9 57. 5± 5.9 82. 8± 5. O **

TYR 46. 6± 2. 7 21.1± 2.1 25. O± 1. 4 ns

PHE 57. 4± 2.6 22.2±2.1 34. 2± 1. 3 ***

HIS 74. 4± 3.4 34. 1± 2.6 38. 8± 1. 7 ns

TRP 22. 9± 1. 5 46.2±2.0

LYS 445.8±31.6 235.9±24.7 233.7± 15.1 ns

ARG 216.8 ±10. 4 133.1±8.1 76.4±5.3 ***

Estadística: * p<0.05, ** p<O.Ol, *** p<O.OOl respecte la

fracció corpuscular de la sango
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TAULA IV.l.5. CONCENTRACI� D'AMINOACIDS EN ERITROCITS I

PLASMA CORREGIT PEL CONTINGUT D'AIGUA I

RELACIÓ DE CONCENTRACIONS.

Valors en uM . (promig de 30 animals) •

.. -

AMINOACID ERITROCITS PLASMA E/P

TAU l161.3±69.2 l39.6±9.6 8.32±0.57 ***

ASP 101.8±11.1 24.8±1.6 4.l4±0.45 ***

THR 482.6±52.2 257.8±18.8 1.87±0.20 ***

SER 383.2±28.3 303.9±12.7 1.88±0.14 ***

ASN l27.2±18.0 38.4±3.5 3.32±0.47 ***

GLU 678.5±140.0 73.6±6.2 9.22±1.90 ***

GLN 783.6±88.2 435.3±27.5 1.80±0.20 ***

PRO 245.6±17.l l67.6±13.6 1.52±0.12 ***

GLY 341.8±23.9 l54.4±8.7 2.2l±0.15 ***

ALA 653.6±82.6 403.4±22.7 1.62±0.20 **

CIT l62.2±18.7 95.4±3.7 1.70±0.20 **

VAL 236.4±27.6 l69.l±8.7 1.40±0.16 *

MET- 36.5±15.0 55.9±4.0 0.65±0.26 ns

ILE l39.4±15.l 89.2±5.l 1.56±0.17 **

LEU 226.6±23.l l53.3±9.2 1.48±0.15 **

TYR 83.l±8.2 46.3±2.6 1.80±0.18 ***

PHE 87.5±8.2 63.3±2.4 1.38±0.13 **

HIS l34.2±10.3 71.7±3.l 1.87±0.14 ***

TRP 85.5±3.5

LYS 929.l±97.4 432.4±27.9 2.l5±0.22 ***

ARG 524.l±31.7 l41.4±9.7 3.7l±0.26 ***

essent Tau: taurina

Cit: citrul.lina

Estadística: * p<0.05, ** p<O.Ol, *** p<O.OOl respecte a 1.
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IV.1.3. Balane d'aminoacids deIs teixits drenats per

la � porta.

En la grafica IV.1.1 es mostra el balane d'aminoacids

deIs teixits drenats per la vena porta, principalment
intestí, mesurat en sang total i expressat en nmols/min ••

Com es pot observar, aquests teixits alliberen de forma

general
alliberats

glicina i

aminoacids

aminoacids a la circulació. EIs aminoacids

en més gran quantitat son l'alanina, taurina,

prolina principalment, sumant entre aquests
al voltant del 80-90 % del total d'aminoacids

alliberats. Són també significatius els alliberaments de

citrul.lina, arginina, isoleucina, leucina, tirosina,

fenilalanina i ornitina, mentre que hi ha un balane nul per

l'aspartat, treonina, serina, asparagina, glutamat, valina,

metionina, histidina, triptofan i lisnina. La glutamina es

l'únic aminoacid que és captat de forma significativa de la

sang per aquests teixits.

La contribució de les dues fraccions sanguinies al

balane d'aminoacids pels teixits drenats per la vena porta
es mostra en la grafica IV.1.2. L'alliberament d'aminoacids

a la circulació mitjaneant els eritrocits és significativa

per la taurina, prolina, glicina, alanina, isoleucina,

leucina, lisina i arginina, mentre que l'alliberament a la

fracció plasmatica de la sang es significativa per la

taurina, aspartat, asparagina, prolina, glicina, alanina,

citrul.lina i histidina. La captació de glutamina per

aquests teixits es dóna únicament via plasma. La treonina,

serina, valina, metionina, fenilalanina, triptofan i

ornitina presenten un balane nul a través d'aquests teixits

per a les dues fraccions sanguinies. Per aspartat,

asparagina, glutamina, citrul.lina, leucina, tirosina,

lisina i arginina existeixen diferencies significatives
entre les dues fraccions sanguinies, pero no s'observa cap
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GRAFICA IV.l.l. BALANC D'AMINOACIDS DEL S TEIXITS DRENATS PER'LA VENA PORTA.

SANG TOTAL. (ERITROCITS). (+) captació. (-) alliberament.
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GRAFICA IV.l.6. BALANC ESPLANCNIC D'AMINOACIDS. FRACCIONS SANGUINIES.
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cas en que hi hagi papers contraris estadísticament

significatius pels dos compartiments de la sango

IV.1.4. Balan� hepatic d'aminoacids.

En la grafica IV.1.3 es troba representat el balan�

hepatic d'aminoacids en sang total. El fetge capta

significativament prolina, glicina, alanina, citrul.lina,

valina, isoleucina, leucina, tirosina i fenilalanina, mentre

allibera de forma siginificativa glutamina i metionina. La

taurina, aspartat, treonina, serina, asparagina, glutamat,
histidina, triptofan, ornitina, lisina i arginina presenten
un balan� hepatic nulo Altre cop, els moviments d'a1anina i

de glutamina són quantitativament els més importants.

La contribució deIs eritrocits i del plasma en el

balanc hepatic d'animoacids es mostra en la grafica IV.1.4.

Com es pot observar, el fetge capta aminoacids

majoritariament de la fracció plasmatica de la sang, essent

significativa aquesta captació per la taurina, aspartat,

asparagina, glicina, alanina, citrul.lina, valina,

metionina, leucina, tirosina, fenilalanina i histidina. Per

altra banda, els aminoacids que són alliberats pel fetge, ho

son principalment a la fracció corpuscular de la sang,

essent aquest alliberament sigificatiu per la taurina,

aspartat, asparagina, glutamina, ornitina i lisina.

diferencies significatives entre els dos

sanguinis, pero només es veuen papers

estadísticament significatius per la taurina,

asparagina.

compartiments
contraposats

aspartat i

Per taurina, aspartat,

citrul.lina, histidina,

asparagina,
ornitina i

glicina, alanina,

lisina existeixen
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GRAFICA IV.l.3. BALANC HEPATIC D'AMINOACIDS. SANG TOTAL. (ERITROCITS).
(+)captació. (-) alliberament.
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GRAFICA IV.l.4. BALANC HEPATIC D'AMINOACIDS. FRACCIONS SANGUINIES.

(ERITROCITS). (+) captació. (-) alliberament.
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IV.1.5. Balanc esplancnic d'aminoacids.

En la grafica IV.1.5. es mostra el balanc d'aminoacids

del llit esplancnic mesurat en sang total. El llit

esplancnic presenta una tendencia a exportar aminoacids

essent significativa per aspartat, asparagina, glutamat i

metionina, mentre que presenta una captació significativa
de tirosina i fenilalanina. La resta d'aminoacids té un

balanc esplancnic nul: taurina, treonina, serina, glutamina,
prolina, glicina, alanina, citrul.lina, valina, isoleucina,

leucina, histidina, triptofan, ornitina, lisina i arginina.

La contribució de les dues fraccions sanguinies al

balanc esplancnic d'aminoacids es mostra en la grafica
IV.1.6. Com es pot observar, existeix una clara tendencia a

que el llit esplancnic capti aminoacids de la fracció

plasmatica de la sang, essent significativa aquesta captació
per glutamina, valina, metionina, isoleucina,
tirosina i fenilalanina, i n'alliberi a la

leucina,

fracció

corpuscular
estadística

glicina i

de la sang, havent trobat significació
glutamat, glutamina,

es troba també un

pels casos d'

lisina. Com

aspartat,
a excepció

alliberament de glutamat a la fracció plasmatica de la sango

La glutamina
�

es l'únic aminoacid que presenta un

comportament contraposat de les dues fraccions sanguinies:
mentre que és alliberat a la fracció corpuscular, n'és

captat de la fracció plasmatica. No obstant, per taurina,

aspartat, glutamat, glicina, leucina, histidina, ornitina i

lisina, malgrat que els papers dels dos compartiments

sanguinis no siguin contraposats

significativament diferents.

si que son
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GRAFICA IV.l.5. BALANC ESPLANCNIC O'AMINOACIOS. SANG TOTAL. (ERITROCITS).
(+) captació. (-) alliberament.
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GRAFICA IV.l.2 BALAN� D'AMINOACIDS DELS TEIXITS DRENATS PER LA VENA PORTA.
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IV.l.6. Balanc d'aminoacids deIs teixits drenats per la vena

il.líaca.

En la grafica IV.l.7 es mostra el balanc d'aminoacids

deIs teixits drenats per la vena il.líaca (principalment
múscul) mesurat en sang total. Com es pot observar, aquests
teixits presenten una clara tendencia a exportar aminoacids.

Aquesta alliberació a la sang es significativa per

asparagina, glutamina, glicina, citrul.lina, metionina,

tirosina, triptofan i arginina. La tendencia exportadora té

les excepcions deIs aminoacids ramificats leucina i

isoleucina els quals son captats significativamente Per

taurina, aspartat, treonina, serina, glutamat, prolina,
alanina, valina, fenilalanina, histidina, ornitina i lisina

el balanc és nulo

La contribució de les dues fraccions sanguínies al

balanc d'aminoacids deIs teixits drenats per la vena

il.líaca es mostra en la grafica IV.l.B. L'alliberament

d'aminoacids a la circulació es realitza a la fracció

plasmatica de la sang en els casos de la taurina, prolina i

glicina, i a la fracció corpuscular en els casos de la

citrul.lina, metionina i tirosina. Per altra banda, els

teixits drenats per la vena il.líaca capten isoleucina de la

fracció corpuscular de la sang i valina, isoleucina, i

leucina de la fracció plasmatica de la sango No s 'observa

cap cas en que hi hagi comportament contraposat significatiu
deIs dos compartiments sanguinis pero per glutamina,
�itrul.lina

significatives.

i metionina existeixen diferencies

IV.l.7. Balanc renal d'aminoacids.

En la grafica IV.l.9 es mostra el balanc renal

d'aminoacids mesurat en sang total. Com es pot observar, el
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GRAFICA IV.l.7. BALANC D'AMINOACIDS DELS TEIXITS DRENATS PER LA VENA IL.LIACA.
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FRACCIONS SANGUINIES. (ERITROCITS). (+) captació. (-) alliberament.

240

[J FRACClO CEL.LULAR

� FRACClO PLASMATlCA

.vs.O
AvS. Fe

180

120

60

-60

-120

-180

-240

-300

-360

-420

-480

-540

6

TAU ASP THR SER ASN GLU GLN PRO GLY ALA ClT VAL MET lLE LEU TYR PHE HlS TRP ORN LYS ARG



ronyó presenta una certa tendencia a captar aminoacids de la

circulació essent significativa aquesta captació per

aspartat, valina, isoleucina, leucina i fenilalanina. La

resta d'aminoacids, és a dir, taurina, treonina, serina,

asparagina, glutamat, glutamina, prolina, glicina, alanina,

citrul.lina, metionina, tirosina, histidina, triptofan,
ornitina, lisina i arginina, presenten un balane renal nulo

En la grafica IV.l.lO. es mostra la contribució de les dues

fraccions sanguinies al balane renal d'aminoacids. El ronyó
capta de la fracció plasmatica de la sang de forma

significativa aspartat, citrul.lina, isoleucina, leucina i

fenilalanina, mentre que ho fa de la fracció corpuscular de

la sang per glicina i arginina. EIs únics alliberaments del

ronyó són els de serina a la fracció plasmatica de la sang i

de glutamina a la fracció corpuscular. No s'observa cap cas

de papers contraposats significativament pero si es veuen

diferencies significatives en els casos de la serina i

arginina.

IV.l.8. Balane d'aminoacids deIs teixits drenats per la vena

jugular.

En la grafica IV.l.ll es mostra el balane d'aminoacids

deIs teixits drenats per la vena jugular (principalment
cervell) . Com es pot observar, hi ha una captació

significativa de glicina, valina, isoleucina, leucina i

fenilalanina, mentre que la resta d'aminoacids presenta un

balane nulo

La contribució de les dues fraccions sanguinies al

balane d'aminoacids deIs teixits drenats per la vena jugular
es mostra en la grafica IV.l.12. Com es pot observar,

aquests teixits capten de la fracció plasmatica de la sang

glutamat, citrul.lina, valina i leucina, mentre que ho fan
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GRAFICA IV.l.9. BALANC RENAL D'AMINOACIDS. SANG TOTAL. (ERITROCITS).
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de la fracció corpuscular pel cas de la fenilalanina. No

observem cap cas en que hi hagi un paper contraposat deIs

dos compartiments sanguinis, pero pel cas de la citrul.lina

existeixen diferencies significatives.
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GRAFICA IV.l.ll. BALANC D'AMINOACIDS DEL S TEIXITS DRENATS PER LA VENA JUGULAR.
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GRAFICA IV.l.12. BALANC D'AMINOACIDS DELS TEIXITS DRENATS PER LA VENA JUGULAR.

FRACCIONS SANGUINIES. (ERITROCITS). (+) captació. (-) alliberament.
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IV.2. PART 2:
� ,

TRANSPORT D'AMINOACIDS EN ERITROCITS "IN

VITRO"

IV.2.1. Comprovació del metode.

En la grafica IV.2.1 es mostra la captació d'alanina en

eritrocits humans en funció deIs temps A) segons es descriu

en la bibliografia B) emprant el nostre protocol i calculs.

Com es pot observar existeix una gran similitud entre les

dues representacions mostrant que els eritrocits humans

transporten alanina, essent mes alta la captació en

presencia de sodi en el medio

La grafica IV.2.2 ens mostra que durant els processos

de rentat i d'incubació (fins a 2 hores) els nivells d'ATP

intracel.lular no varien de forma significativa.

La taula IV.2.1 mostra que no existeix diferencia en la

radioactivitat mesurada en incubar aminoacids (L-Ieucina, L

lisina i L-prolina en presencia i absencia de membranes

cel.lulars, així com tampoc té efecte el fet d'utilitzar

tritó com agent hemolitzant en la radioactivitat

després de la incubació de L-prolina

desproteinitzant l'hemolitzat en presencia ó

membranes.

recuperada

ja sigui
absencia de

IV.2.2. Tranport de L-alanina.

En la grafica IV.2.3 es mostra la relació de

concentració d'alanina dins i fora de les cel.lules (relació

IN/OUT) en funció del temps d'incubació deIs eritrocits a 37

C i a una concentració inicial d'alanina en el medi de 0.2

mM i en presencia de sodi ó en la seva absencia (en

presencia de potassi). Com es pot observar en absencia de

sodi el temps d'equilibració és aproximadament d'una hora
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GRAFICA IV.2.1. CAPTACIO DE L-ALANINA PER ERITROCITS HUMANS. 37QC, 0.25 mM.

A- Resultats extrets de Young i col.,(1983). B- Resultats propis •

• Na

.K

1 2 3 4 HORES 1 3 4

A

I
I B

200-1 200
Ul
�
H
P
H
•

150_j »>: I 150H
�
U

�
Q

f2100I _/ - I 100
E-t
H
H
.......

ti)
H
50-1I � I 50O

�

2 HORES



GRAFICA IV.2.2. CONCENTRACIO D'ATP INTRACEL.LULAR EN ERITROCITS DURANT ELS PROCESSOS
DE RENTAT 1 D'INCUBACIO.
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�

TAULA IV02010 PROVA D'ADSORCIO DE MEMBRANA (valors en dpm) o

Incubacions amb eritrocits realitzades a 37 Co

Concentració d'aminoacids 002 mM

+MEMBRANA -MEMBRANA

amb tritó

L-Leu 10 s 3813±109 4017±29 ns

L-Leu 30 s 13344±726 13820±396 ns

L-Lys 10 s 1802±86 1979±201 ns

L-Lys 1 mino 6076± 832 5284±287 ns

L-Pro 10 s 2266± 429 1547±54 ns

L-Pro 1 mino 16692± 123 17556± 768 ns

sense tritó

L-Pro 10 s 1424± 60 1421± 137 ns

L-Pro 1 min 13739± 342 12375± 1058 ns

Estadística: ns, no significatiu respecte a +membranao



assolint-se una relació IN/OUT de 1. Quan el sodi és present
la relació assolida és del voltant de 1.3 als 120 rninuts

d'incubació.

La cinética del transport de L-alanina es rnostra en 'la

grafica IV.2.4. Corn es pot observar existeix un cornponent

dependent de sodi que segueix una cinetica saturable (Vrnax:
52.15 nrnols/rnlAIC/rnin. Km: 0.257 mM) i un cornponent linial

(r: 0.999, Kd: 0.0378 rnin-1.). El cornponent dependent de

sodi representa aproxirnadarnent 1/3 del transport total a

concentracions rnenors de 1mM i 1/10 a una concentració de 5

mM. El tansport ha estat rnesurat a 37 C i durant 3 rninuts.

La linialització (representació d'Eadie-Hoffstee) del

transport d'alanina dependent de sodi es rnostra en la

grafica IV.2.5. Aquesta linialització dóna dos cornponents:
A- Vrnax.: 125 nrnols/rnlAIC/rnin., Km: 1.71 mM. B- Vrnax.: 8.83

nrnols/rnlAIC/rnin., krn: 0.023 mM.

En la taula IV.2.2 es rnostren les inhibicions produides
per diferents arninoacids (concentració de 10 mM, glutarnat 3

mM sobre el transport de L-alanina (concentració 0.01 mM).

Corn es pot cornprovar, L-alanina, glicina, L-leucina, L

glutarnina, L-valina, AIB, L-serina, L-treonina, D-alanina,

L-fenilalanina, L-isoleucina, L-histidina, L-triptofan i L

rnetionina inhibeixen significativarnent el transport total de

la L-alanina. El transport no dependent de sodi és inhibit

per D-leucina, L-treonina, L-fenilalanina, L-isoleucina i L

histidina. La L-arginina estirnula el tansport total i

l'independent de sodi i la sarcosina nornés el total. La L

lisina, L-glutarnat, MeAIB i la ?-alanina no tenen cap efecte

inhibidor.
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GRAFICA IV.2.3. CAPTACIO D� 14-C ALANINA PER ERITROCITS. (37!C, 0.2 MH).
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GRAFICA IV�,2.4. CINETICA DEL TRANSPORT DE 14-C ALANINA EN ERITROCITS·� (37�C, 3 MIN.)
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GRAFICA IV.2.5. LINIALITZACIO DEL TRANSPORT DEPENDENT DE NA+ D'ALANINA EN ERITROCITS

(37!!C, 3 MIN.)
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TAULA IV.2.2. INHIBICIO DEL TRANSPORT DE L-ALANINA EN
"

ERITROCITS.

Inicial Na+:1.1 nmols/rnlAIC/min. K+:0.63. Na+-K+:0.45
Alanina basal 10 uM. Inhibidors 10 mM (L-glu 0.3 mM).

Valors:% del valor basal (sense inhibidor).

INHIBIDOR

L-Ala

Gly
L-Leu

D-Leu

L-Lys
L-Pro

L-Glu

L-Gln

L-Val

AIB

MeAIB

L-Ser

L-Thr

D-Ala

?-Ala

L-Phe

L-Ile

L-His

L-Arg

L-Trp
L-Met

Sarcosina

63.2±2.2 *** 100.0±8.4 ns

125.1±9.3 ns

82.0±9.0 ns

72.9±3.5 **

57.3±4.2 ***

85.9±4.8 *89.7±5.7 ns

101.5±3.5 ns

83.6±1.4 ***

131.8±22.2 ns

110.1±4.8 ns

101. 6 ± 4. 2 ns

89.6±4.7 ns

100.8±11.8 ns

97.5±4.8 ns

96.7±2.3 ns

100.0±9.7 ns

92.8±5.7 ns

67.3±3.0 ***

64.0±3.5 ***

85.9±2.6 **

110.9±9.2 ns

61.7±2.2 ***

75. 6± 7 .2 *

87.2±3.5 *

94. 4± 8.7 ns

62 • 2± 2 • O * * *

76.5±7.7 *

114.6±9.7 ns

104. 4± 7.1 ns

66 .1± 10. O *

69. 9± 5.5 **54 • 2± 4 . 5 * * *

46.6±5.8 *** 68.2±3.0 ***

141. 2± 12.3 *

95.2±7.5 ns

102. 7± 12 . 9 ns

113.4± 5.9 ns

124.3±4.1 **

77 • 7± 1 . 5 * * *

56.3±1.2 ***

114.7±3.5 *

11. 8

O

22.7

94.9

59.4

46.7

80.6

36.2

12.8

69.6

130.8

15.0

73.8

53.8

98.0

57.6

35.1

20.4

103.9

56.5

O

116.2

Estadistica:* p<0.05, ** p<O.Ol, *** p<O.OOl respecte a la

captació basal (sense inhibidors).



IV.2.3. Transport de glicina.

En la grafica IV.2.6. es mostra la captació en funció

del temps de glicina mesurada a 37 C i amb una concentració

inicial de glicina en el medi de 0.2. mM, en presencia i

absencia de sodio Com es pot observar, en absencia de sodi

la concentració de glicina dins i fora de la cel.lula

s'equilibra als 180 minuts d'incubació assolint una relació

de concentracions IN/OUT de 1. Quan hi ha sodi en el medi la

relació IN/OUT assoleix el valor de 1.6 als 180 minuts

d'incubació.

En la grafica IV.2.7 es mostra la cinetica del

transport de glicina mesurat a 37 C i 3 minuts d'incubació,
en un marge de concentracions de 0.01 a 1 mM. Com es pot

observar, el component dependent de sodi es saturable,

obtenint una Vmax. de 15.66 nrnols/mlAIC/min. i una Km de

0.115 mM. A concentracions baixes «0.2 mM) supera al

component linial no dependent de sodi, essent aproximadament
l� meitat del transport total. A mis altes concentracions

predomina el component linial, essent el dependent de sodi

1/4 part del total a una concentració de 1 mM. El component
-1

linial presenta una Kd de 0.059 mino .

En la grafica IV.2.8 es mostra la linialització del

transport de glicina dependent de sodio Com es pot observar

existeixen dos components: A- Vmax.: 31.1 nmols/mlAIC/min.,
Km: 0.414 mM. B- Vmax.: 5.126 nrnols/mlAIC/min., Km: 0.025

mM.

En la taula IV.2.3 es mostren les inhibicions produides

per L-alanina i sarcosina (concentració 10 mM) sobre el

transport de glicina (concentració 0.01 mM). Com es pot

observar, la L-alanina no produeix inhibició ni del

transport total ni de l'independent de sodi, ni del
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GRAFICA IV.2.7. CINETICA DEL TRANSPORT DE 14-C GLICINA EN ERITROCITS. (37�C, 3 MIN.)
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GRAFICA IV.2.8. LINIALITZACIO DEL TRANSPORT DEPENDENT DE NA+ DE GLICINA EN ERITROCITS.
(372C, 3 MIN.)
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TAULA IV.2.3.
.

INHIBICIO DEL TRANSPORT DE GLICINA EN
.

ERITROCITS.

Inicial: Na+:1.01 nmols/rnlAIC/rnin. K+:0.41. Na-K+:0.63

Valors:% d'inhibició respecte als va10rs inicials.

Concentració de glicina basal 10 uM. Inhibidors a 10 mM.

INHIBIDOR

L-Ala 100.6±3 ns 99.2±8 ns 101.6

Sarcosina 44.4±3 *** 107.3±5 ns 3.7

Estadística:*** p<O.OOl respecte a la captació basal de

glicina (sense inhibidor).



TAULA 2.4. DEPENDENCIA AL Cl- DEL TRANSPORT DEPENDENT DE Na+
,

DE GLICINA EN ERITROCITS.

Concentració de glicina 0.1 mM. Temps d'incubació 3 mino a

37 C.

Resultats de captació en nmols/mlAIC/min.

" ,

ANIO CAPTACIO %INHIBICIO

Clorur 34. 9± 1. 6

Formiat 24.1±1.9 *** 31. 2

Acetat 17 .1± 1. 7 *** 51.1

Estadística:*** p < 0.001 respecte a la captació amb l'anió

cloruro



dependent de sodi, mentre que la sarcosina inhibeix de forma

significativa el transport en presencia de sodi de glicina.

dependencia al Cl
-

delLa transport de glicina en

presencia de sodi es mostra en la taula IV. 2.4. Com es pot
observar la substitució del

-

en el medi d'incubacióCl per
. -

formiat
-

acetat produeix inhibició significativa del10 o una

transport de glicina (concentració 0.1 mM) en presencia de

sodio

IV.2.4. Transport de L-leucina.

La captació en funció del temps de L-leucina es mostra

en la grafica IV.2.9, mesurada a 37 C i a una concentració

de L-leucina inicial en el medi de 0.2 mM. Com es pot

observar, al temps mínim mesurat, 0.5 minuts, la captació
arriba a equilibrar-se assolint una relació IN/OUT propera a

1, la qual es manté practicament invariable fins a 120

minuts d'incubació. No s'observen diferencies en la

presencia ó absencia de sodio

La grafica IV.2.10 mostra la captació de L-leucina en

funció del temps mesurada a 20 C i a una concentració

inicial de L-leucina en el medi de 0.2 mM. Com es pot
observar a partir de 1 minut d'incubació s 'equilibra la

captació arribant a.�na ralació IN/OUT de 1 la qual apenes

es modifica durant 120 minuts d'incubació. No s'observen

diferencies quan a la presencia ó absencia de sodi en el

medio

En la grafica IV.2.11 es mostra la cinetica del

transport de L-leucina mesurada a 20 C i 0.5 minuts

d'incubació, en un marge de concentracions de 0.1 a 40 mM.

Com es pot observar el transport de leucina es saturable

obtenint-se una Vmax. de 6.42 umols/mlAIC/min. i una Km de
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GRAFICA IV.2.11. CINETICA DE 14-C lEUCINA PER ERITROCITS. (20�C, 0.5 MIN).

0.1 5 10 20 30 40 Mr1

VMAX= 6.42 UMOLS/MLAIC/MIN.

KM= 3.16 MM



6000

I.I � R2= 0.988z......
�
<,

I .� I y= -3.16X + 6415.2
u
-

<C4000_j
�
<,
V)
_j
o
�
z

2000

GRAFICAIV.2.12. lINIAlITZACIO DEL TRANSPORT DE 14-C lEUCINA EN ERITROCITS. (20�C, 0.5 MIN).

500 1000 1500 NMOLS/MLAIC/MIN.
MM



,#

TAULA IV.2.5. INHIBICIO DEL TRANSPORT DE L-LEUCINA EN
..

ERITROCITS.

Transport basal: 16.54 nmols/rnlAIC/rnin.

L-leucina basal 10 uM. Inhibidors 10 mM. (L-Glu 3 mM)

Valors % del transport basal (en absencia d'inhibidors).

Incubació 0.5 rnin a 37 C.

INHIBIDOR CAPTACIÓ INHIBIDOR CAPTACIÓ

D-Leu 109.3±4.0 L-Lys 97.5±3.2

ns ns

L-Pro 89.7±1.6 L-Ala 101.9±6.5

** ns

Gly 93.l±2.4 L-Glu 98.5±2.2

ns ns

L-Gln 97.l±2.l L-Val 108.7±10.0

ns ns

AIB 82.5±4.l MeAIB 89.5±2.6

* *

L-Ile 109.l±9.l L-Phe 89.8±0.7

ns **

L-Arg 74.9±6.l L-Ser 81.6±6.7

* *

L-Thr 54.9±2.9 D-Ala 62.2±7.l

*** **

?-Ala 54.3±2.2 L-His 55.9±5.7

*** ***

Sarcosina 49.9±2.3 L-Trp 57.6±3.6

*** ***

L-Met 98.6±4.3

ns

Estadística:* p<0.05, ** p<O.Ol, ***p<O.OOl respecte a la

captació basal de leucina (sense inhibidor).



3.16 mM.

La linialització del transport de L-leucina es mostra

en la grafica IV.2.12. Existeix un sol component amb una

coeficient de correlació de 0.988.

En la taula IV.2.5 es mostren les inhibicions produides
per diferents aminoacids (concentració 10 mM, glutamat 3 mM)

sobre el transport de L-leucina (concentració 0.01 mM) a 37

C i 0.5 minuts d'incubació. L-prolina, AIB, L-arginina, L

treonina, ?-alanina, sarcosina, L-fenilalanina, L-serina, D

alanina, L-histidina i L-triptofan inhibeixen

significativament el transport de L-leucina, mentre que D

leucina, glicina, L-glutamina, L-isoleucina, L-metionina, L

lisina, L-alanina, L-glutamat i L-valina no tenen cap

efecte.

IV.2.5. Transport de L-glutamina.

En la grafica IV.2.13 es mostra la captació de L-

glutamina en funció del temps en presencia i absencia de

sodi mesurada a 37 C i a una concentració inicial de L-

glutamina de 0.2 mM. Com es pot observar, la captació de L-

glutamina es linial amb el temps fins a 30 minuts

d'incubació. L'equilibració apareix als 120 minuts assolint

se una relació IN/OUT de 1.5 en aquell moment,

independentment a la presencia ó absencia de sodi en el

medio

En la grafica IV.2.14 es mostra la cinetica del

transport de L-glutamina en eritrocits mesurada a 37 C i 4

minuts d'incubació, en un marge de concentracions de 0.05 a

10 mM. Com es pot observar, el transport és linial amb la

concentració sense detectar-se saturació, i trobant-se un

coeficient de correlació de 0.998 i una Kd de 0.059 min-1•
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GRAFICA IV.2.14. CINETICA DEL TRANSPORT DE 14-C GLUTAMINA EN ERITROCITS. (37!!C, 4 MI N).
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IV.2.6. Transport de L-prolina.

En la grafica IV.2.15 es mostra la captació de L

prolina en funció del temps mesurada a 37 C i a una

concentració inicial de L-prolina en el medi de 0.1 mM, en

presencia i absencia de sodio Com es pot observar,

independentment de la presencia de sodi la captació és

linial fins als 10 minuts d'incubació quan assoleix la

maxima relació IN/OUT de 1.4 la qual tendeix a disminuir

equilibrant-se finalment als 120 minuts en una relació de

1.2.

La cinetica del transport de L-prolina en eritrocits es

mostra en la grafica IV.2.16 i ha estat mesurada a 37 C i

0.5 minuts d'incubació, en un marge de concentracions de 0.1

a 10 mM. Com es pot observar, la cinetica és linial sense

indicis de saturació, obtenint-se un coeficient de

correlació de 0.998 i una Kd de 0.718 min-1.

IV.2.7. Transport de L-lisina.

En la grafica IV.2.17 es mostra la captació de L-lisina

en funció del temps i en presencia i absencia de sodi, a 37

C i a una concentració inicial de L-lisina en el medi de

0.1. mM. No es veuen diferencies en la captació degudes a la

presencia de sodi i a la seva absencia. La capatació es

linial en els 10 primers minuts d'incubació i s'equlibra als

120 minuts assolint una relació IN/OUT de 1.

En la grafica IV.2.18 es mostra la cinetica del

transport de L-lisina en eritrocits mesurada a 37 C i 1

minut d'incubació, en un marge de concentracions de 0.01 a 2

mM. Com es pot observar, la cinetica és linial sense indicis

de saturació, obtenint-se un coeficient de correlació de

0.997 i una Kd de 0.191 min-1 .
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GRAFICA IV.2.l6. CINETICA DEL TRANSPORT DE 3-H PROLINA EN ERITROCITS. (37!C, 0.5 MIN).
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IV.2.B. Transport de L-glutamat.

En la grafica IV.2.19 es mostra la captació de

L-glutamat en funció del temps, en presencia i absencia de

sodi, a 37 C i a una concentració inicial de L-glutamat en

el medi de 0.2 mM. Com es pot comprovar, la captació de L

glutamat per eritrocits és molt lenta assolint-se als 120

minuts d'incubació una relació de 0.12, i no mostrant

indicis d'equilibració en aquest temps.

En la grafica IV.2.20 es mostra la cinetica del

transport de L-glutamat per eritrocits mesurada a 37 C i 1

minut d'incubació, en un marge de concentracions de 0.01 a 2

mM. Com es pot observar, la captació de L-glutamat és linial

amb la concentració, no detectant-se indicis de saturació i

obtenit-se un coeficient de correlació de 0.999 i una kd de
-1

0.067 min •
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GRAFICA IV.2.20. CINETICA DEL TRANSPORT DE 14-C GLUTAMAT EN ERITROCITS. (37�C, 1 MIN).
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IV.3. PART 3:
� ,

TRANSPORT D'AMINOACIDS EN RETICULOCITS "IN

VITRO"

IV. 3.1. Obtenció de reticulocits i nivells d'ATP

intracel.lular durant els rentats i incubació.

En la grafica IV.3.1 es mostra l'evolució de

l'hematocrit i del percentatge de reticulocits després de la

darrera extracció de sang en dos grups que difereixen en els

dies durant els que s'ha extret sang (un grup: 3 dies,
l'altre: 4 dies). Com es pot observar, el grup de rates a

les que s'extreié sang durant 3 dies mostren un pic de

reticulocits més gran, arribant a ésser del 40% el quart dia

després de la darrera extraciió de sango En el grup de 4

dies d'extracció el pic és molt més petit i apareix un dia

abans que en el primer grupo L'hematocrit disminueix més en

el grup de l'extracció de 3 dies, arribant a un 26% el

primer dia després de la darrera extracció de sang, i es va

recuperant durant els seguents 6 diese

En la grafica IV.3.2 es mostra l'evolució de la

concentració intracel.lular d'ATP durant els processos de

rentat i d'incubació dels reticulocits. Com es pot observar,

no hi ha canvis significatius fins a 2 hores d'incubació.

IV.3.2. Transport de L-alanina.

En la grafica IV.3.3 es mostra la captació en funció

del temps de L-alanina en una suspensió cel.lular amb un 42%

de reticulocits, mesurada a 37 C i a una concentració

inicial en el medi de L-alanina de 0.2 mM, en presencia i en

absencia de sodio Com es pot observar existeix una gran

diferencia en la captació de L-alanina segons la

de sodio En absencia de sodi, la captació de

presencia
L-alanina

arriba a equilibrar-se als 30 minuts d'incubació, assolint
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GRAFICA IV.3.2. CONCENTRACIO D'ATP INTRACEL.LULAR DURANT ELS PROCESSOS DE ,RENTAT 1 D'INCUBACIO
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una relació de concentracions dins i fora de les cel.lules

(IN/OUT) de 1. En presencia de sodi, hi ha una acumulació
de L-alanina intracel.lular als 10 minuts d'incubació,
assolint una relació IN/OUT de 1.7 als 30 minuts

d'incubació, estabilitzant-se posteriorment a 1.5.

En la grafica IV.3.4 es mostra la cinetica del

transport de L-alanina en una suspensió cel.lular amb un 41%

de reticulocits, mesurada a 37 C i a 1 minut d'incubació, en

presencia i en absencia de sodi (presencia de potassi). En

absencia de sodi el transport de L-alanina és linial amb la

concentració sense indicis de saturació, amb un coeficient

de correlació de 0.998 i una Kd de 0.112 min-1• El component

dependent de sodi del transport de L-alanina presenta una

cinetica saturable amb una Vmax. de 98.35 nmols/mlAIC/min. i

una Km de 0.127 mM. Com es pot observar, el component

dependent de sodi és molt superior al component independent
de sodi a concentracions d'alanina per sota de 0.5 mM. A una

concentració d'alanina de 1 mM, el component independent de

sodi supera al component dependent de sodio

La linialització del transport d'alanina dependent de

sodi es mostra en la gráfica IV.3.5. Només hi ha evidencia

per un únic component amb un coeficient de correlació de

0.946.

En la taula IV.3.1 es mostren les inhibicions del

transport de L-alanina a una concentració de 0.01 mM

produides per diferents aminoacids a una concentració de 10

mM., mesurades a 37 C i a 1 minut en presencia i absencia de

sodio Com es pot observar, la glicina, L-serina i L

glutamina inhibeixen de forma significativa tant el

transport d'alanina en presencia com en absencla de sodio El

Me-AIB no produeix cap efecte.
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GRAFICA IV.3.3. CAPTACIO DE 14-C ALANINA PER RETICULOCITS (37�C, 0.2 MM).
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GRAFICA IV.3.4. CINETICA DEL TRANSPORT DE 14-C AlANINA EN RETICUlOCITS. (37�C, 1 MIN) .
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GRAFICA IV.3.5. LINIALITZACIO DEL TRANSPORT DEPENENT DE NA+ DE 14-C ALANINA EN RETICULOCITS.
(37�C, 1 MIN).
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TAULA IV.3.1. INHIBICIÓ DEL TRANSPORT DE L-ALANINA EN

RETICULOCITS.

+ + + +
Inicia1:Na :4.71 nmo1s/mlAIC/min. K :0.9. Na -K :3.81

Alanina basal 0.01 mM. Inhibidors 10 mM.

Valors: % del transport basal (sense inhibidors).

Incubacions 1 mine 37 C. Reticulocits:40%

INHIBIDOR Na+ K+ Na+-K+

Gly 33.1±0.9 *** 61.1±1.1 *** 26.5

L-Ser 14.7± 2.6 *** 55.6±0.6 *** 4.9

L-Gln 25.4±0.6 *** 70.3±1.8 *** 27.6

MeAIB 99.4 ±1.1 ns 80.0±5.6 ns 103.9

Estadística: *** p<O.OOl respecte al transport d'alanina

basal (sense inhibidor).



IV.3.3. Transport de glicina.

En la grafica IV.3.6 es mostra la captació de glicina
en funció del temps d'una suspensió cel.lular amb un 41% de

reticulocits a 37 C i a una concentració inicial de glicina
en el medi de 0.05 mM, en presencia i absencia de sodio En

absencia de sodi la captació de glicina arriba a assolir una

relació IN/OUT de 1 entre els 60 i 120 minuts d'incubació,
comen�ant-se a equilibrar a partir deIs 30 minuts. En

presencia de sodi existeix una gran capacitat acumulativa,
arribant a una relació IN/OUT de 2.9 a partir deIs 60 minuts

d'incubació, equilibrant-se en 30 minuts d'incubació.

En la grafica IV.3.7 es mostra el transport de glicina
en funció de la concentració (entre 0.01 i 1 mM) d'una

suspensió cel.lular amb un 42% de reticulocits, mesurada a

37 C i 2 minuts d'incubació, en presencia i absencia de

sodio En absencia de sodi el transport de glicina és linial

amb la concentració amb un coeficient de correlació de 0.973

i una Kd de 0.0516 min-1• El component dependent de sodi del

transport de glicina segueix una cinetica saturable amb una

Vmax. de 93.7 nmols/mIAIC/min. i una Km de 0.136 mM. Com es

pot observar, a concentracions per desota de 0.25 mM de

glicina practicament tot el transport de glicina es

dependent de sodio

La linialització del transport de glicina dependent de

sodi es mostra en la grafica IV.3.8. Com es pot observar,

existeix un únic component amb un coeficient de correlació

de 0.954.

En la taula IV.3.2 es mostra la inhibició que

produeixen diferents aminoacids a una concentració de 10 mM

sobre el transport de glicina a una concentració de 0.01 mM,

en presencia i absencia de sodi, mesurat a 37 C i 1 minut
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GRAFICA IV.3.7. CINETICA DEL TRANSPORT DE 14-GLICINA EN RETICULOCITS. (372C, 2 MIN) .
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GRAFICA IV.3.8. LINIALITZACIO DEL TRANSPORT DEPENENT DE NA+DE GLICINA EN RETICULOCITS.
(37!C, 2 MIN) •. .'
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TAULA IV.3.2.
..

INHIBICIO DEL TRANSPORT DE GLICINA EN

RETICULOCITS.

Glicina basal: 0.01 mM. Inhibidors: 10 mM.

Valors: % del transport basal (sense inhibidor).

Incubació 1 mino a 37 C. Retculocits: 40%

INHIBIDOR Na+ K+ Na+-K+

L-Ala 87.0±7.4 ns 67.4 ±4. 7 ** 89.0

Sarcosina 19.7 ±1.1 *** 88.3 ±2. 3 ns 12.7

MeAIB 95.9 ±9. 4 ns 93.0±4.7 ns 96.3

Estadística: ** p<O.Ol, *** p<O.OOl respecte al transport

basal de glicina (sense inhibidor).



...

TAULA IV.3.3. DEPENDENCIA AL CL DEL TRANSPORT DEPENDENT DE

Na+ DE GLICINA EN RETICULOCITS.

Reticulocits: 40%.

Concentració de glicina 0.1 mM. Temps d'incubació 1 mino a

37 C.

Resultats de la captació en nmols/mlAIC/min.

ANIO CAPTACIO %INHIBICIO

Clorur

Formiat

Acetat

52.69±3.65

21.43±1.17 ***

19.57±1.37 ***

59.33

62.86

Estadística:

cloruro

*** p<O.OOl respecte la captació amb l'anió



d'incubació. Com es pot observar,
forma significativa el transport

la L-alanina inhibe ix de

de glicina nomes en

absencia de sodi, mentre que la sarcosina inhibeix el

transport de glicina nomes en presencia de sodio El Me-AIB

no té cap efecte.

En la taula IV.3.3 es mostra la dependencia al CI- del

transport de gl�cina dependent de sodi en una suspensió
cel.lular amb un 40% de reticulocits, mesurada a 37 C i l

minut d'incubació a una concentració de glicina de 0.1 mM.

Com es pot observa, la substitució del CI- per formiat ó per

acetat produeix una important inhibició del transport de

glicina en presencia de sodio

IV.3.4. Transport de L-glutamina.

En la grafica IV.3.9 es mostra la captació de L

glutamina en funció del temps d'una suspensió cel.lular amb

un 40% de reticulocits, mesurada a 37 C i a una concentració

inicial de L-glutamina en el medi de 0.2 mM, en presencia i

absencia de sodio En absencia de sodi la captació de L

glutamina s'equilibra a partir de 120 minuts d'incubació

assolint una relació IN/OUT de 2 que es manté fins els 180

minuts d'incubació. En presencia de sodi, existeix una gran

capacitat d'acumular L-glutamina, equilibrant-se a partir
deIs 60 minuts d'incubació i assolint una relació IN/OUT de

5 que es manté fins els 180 minuts.

En la grafica IV.3.10 es mostra el transport de L

glutamina en un marge de concentracions de 0.1 a 2 mM, d'una

suspensió cel.lular amb un 41% de reticulocits, mesurada a

37 C i a 1 minut d'incubació, en presencia i absencia de

sodio En absencia de sodi, el transport de L-glutamina es

linial amb la concentració amb un coeficient de correlació

de 0.988 i una Kd de 0.135. El component dependent de sodi
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presenta una cinética saturable amb una Vmax de 146.35

nrnols/mIAIC/min. i una Km de 0.390 mM. Com es pot observar,

per a concentracions de L-glutamina per desota de 0.5 mM el

component dependent de sodi predomina sobre l'independent.
Per sobre d'aquesta concentració, predomina el component

independent de sodio

La linialització del transport de L-glutamina dependent
de sodi es mostra en la grafica IV.3.11. Com es pot

observar, es detecten dos components: el component A que

presenta un coeficient de correlació de 0.986 amb una Vmax.

de 97.03 nrnols/mIAIC/min. i una Km de 0.1996 mM., i el

compoenent B que presenta un coeficient de correlació

de 0.974, amb una Vmax. de 205.56 nmols/mIAIC/min i una Km

de 0.965 mM.

En la taula IV.3.4 es mostra la inhibició produida per

diferents aminoacids a una concentració de 10 mM sobre el

transport de L-glutamina a una concentració de 0.01 mM

masurat a 37 C i a 1 minut d'incubació en presencia i

absencia de sodio Com es pot observar, la L-alanina, L

histidina i la L-Ieucina inhibeixen el transport de L

glutamina tant en presencia de sodi com en la seva absencia.

El Me-AIB no produeix cap inhibició.

En la taula IV.3.12 es mostra l'efecte del pH sobre el

transport de L-glutamina i L-alanina en una suspensió
cel.lular amb un 42% de reticulocits, mesurat a 37 C i 1

minut d'incubació amb una concentració inicial pels dos

arninoacids de 0.1 mM, nomes en presencia de sodio EIs

resultats estan expressats en % del valor del transport

mesurat a pH de 7.4. La disminució de pH produeix una

inhibició del transport d'ambdós aminoacids, pero mes gran

per la L-glutamina, el tansport de la qual s'inhibeix en un

80% a un pH de 6.5 front a una inhibició del 50% pel cas de
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GRAFICA IV.3.10. CINETICA DEL TRANSPORT DE 14-C GLUTAMiNA EN RETICULOCITS, (37�C, 1 MIN.)
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GRAFICA IV.3.11. LINIALITZACIO DEL TRANSPORT DEPENENT DE NA+ DE 14-C GLUTAMINA EN RETICULOCITS.
(37!C, 1 MIN).
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TAULA IV.3.4. INHIBICIO DEL TRANSPORT DE L- GLUTAMINA EN
..

RETICULOCITS.

Inicial: Na+:10.24 nmols/mlAIC/min. K+:1.4. Na+-K+:8.34.

Glutamina basal: 0.01 mM. Inhibidors: 10 mM.

Incubació: 1 mino a 37 C. Reticulocits: 40%

Valors: % del transport basal (sense inhibidors).

INHIBIDOR Na+ K+ Na+-K+

L-Ala 19.0±1.5 *** 61.4±1.4 *** 12.3

L-His 57.2±2.8 *** 72.9±4.3 ** 54.8

L-Leu 35.8±5.3 *** 53.6±3.4 *** 33.0

MeAIB 108.6±9.1 ns 92.9±4.3 ns 111.1

Estadística: ** p<O.Ol, *** p<O.OOl respecte al transport

basal de glutamina (sense inhibidor).



GRAFICA IV.3.12. EFECTE DEL pH SOBRE EL TRANSPORT D'ALANINA 1 DE GLUTAMINA EN RETICULOCITS.
(37�C, 0.1 MM, 1 MIN.) .• ALANINA¡: .GlUTAMINA (RETICULOCITS:42%)
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l'alanina. A pH per sobre de 7.4 el transport de L-alanina

s'estimula en un 140% respecte al valor a pH de 7.4, mentre

que el transport de glutamina no sembla afectat pel pH mes

alto

IV.3.5. Transport de L-leucina.

En la grafica IV.3.13 es mostra la captació de L

leucina en funció del temps en una suspensió cel.lular amb

un 42% de reticulócits, mesurada a 20 C i a una concentració

inicial de L-leucina de 0.2 mM, en presencia i absencia de

sodio Com es pot observar, no hi ha diferencies quant a la

presencia de sodi en el medio La captació en funció del

temps mostra un perfil molt irregular anant d'una relació

IN/OUT de 0.65 en el minut 1 d'incubació a una relació de

0.3 als 120 minuts d'incubació.

En la grafica IV.3.14 es mostra el transport de L

leucina en un marge de concentracions entre 0.1 i 40 mM,
en una suspensió cel.lular amb un 41% de reticulocits,
mesurat a 20 C i 0.5 minuts d'incubació. El transport de

leucina segueix una cinetica saturable amb una Vmax. de 6.4

umols/mlAIC/min. i una Km de 3.16 mM

La linialització del transport de L-leucina es mostra

en la grafica IV.3.15. Com es pot observar, nomes hi ha

evidencia d'un component amb un coeficient de correlació de

0.988.

IV.3.6. Transport de L-glutamat.

En la grafica IV.3.16 es mostra la captació de L-

glutamat funció del temps, d'una
. -

cel.lular amben suspens�o

un 41% de reticulocits, mesurada a 37 C i amb una

concentració inicial de L-glutamat de 0.2 mM, en presencia i
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absencia de sodio Com es pot observar, la captació és molt

baixa, sense indicis d'equilibració duranr els 120 minuts de

la incubació, assolint en aquest temps una relació IN/OUT

propera a 0.2.
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GRAFICA IV.3.14. CINETICA DEL TRANSPORT DE 14-C LEUCINA EN RETICULOCITS. (20�C, 0.5 MIN).
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GRAFICA IV.�¡13. CAPTACIO DE 14-C LEUCINA PER RETICULOCITS. (20�C, 0.2 MM) •
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GRAFICA IV.3.15. LINIAlITZACIO DEL TRANSPORT DE 14-C LEUCINA EN RETICUlOCITS. (20�C, 0.5 MIN.)
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GRAFICA IV .. 3.16. CAPTACIO DE 14-C GLUTAMAT PER RETICULOCITS. (37�CI 0.2 MM) .
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IV.4. PART 4: CONTRIBUCIO DELS RETICULOCITS AL TRANSPORT "IN

VIVO" D'AMINOACIDS ENTRE ELS ORGANS.

IV.4.1. Parametres hematics i fluxos sanguinis.

En la taula IV.4.1 es mostren una serie de parametres
hematics de la sang amb alts nivells de reticulocits.

Comparant-los amb els repesentats en la grafica IV.!.1

corresponents a sang normal s'oberva que la la densitat de

les cel.lules no varia pero si el contingut d'aigua, el qual
es mes alt quan hi ha alts nivells de reticulocits. Per

altra banda, el nombre de cel.lules per unitat de volum és

més baix com correspon a un hematocrit també mes baix,

mentre que, evidentment, el nombre de reticulocits és molt

mes alto Com a consequencia del menor nombre de cel.lules,

la concentració d'hemoglobina es més baixa, pero el

contingut per cel.lula és el mateix (HCM), mentre que les

cel.lules semblen ser mes grosses en el

l'activitat de

reticulocits,

cas dels

l'aspartat
mentre que

reticulocits. Per altra banda,

transaminasa es mes alta en

l'activitat alanina transaminasa no varia.

En la taula IV.4.2 es mostren el pH, p02 i pC02 de les

venes estudiades de rates amb alts nivells de reticulocits

circulants (40%). El pH no varia en cap de les venes

respecte al valor de l'arteria. La p02 és més baixa en les

venes (sobretot en l'hepatica) que en l'arteria, mentre que

la pC02 és més alt en les venes que en l'arteria. En cap

d'aquests casos s'observen diferencies respecte als valors

corresponents als mateixos vas sos sanguinis de rates normals

mostrats en la taula IV.1.2.

Els fluxos sanguinis en ml/min. dels vassos sanguinis
estudiats en rates amb alts nivells circulants de

reticulocits en mostren en la taula IV.3.3. No observem cap
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TAULA IV.4.1. PARAMETRES HEMATICS 1 ACTIVITAT GOT 1 GPT EN

IIRETICULOCITSII•

Densitat celo

% Aigua celo

Cel.xI06/mm3
Hct %

% Reticulocits

Hb g/lOO mI sang

CHCM u3
VCM u3
HCM pg/cel.
GOT UI/L celo

GPT UI/L celo

1. 07± 0.02

65.07±0.17

5.06±0.06

33.88±0.13

34.25±6.18

9.06±0.35

26.75±1.03

66.97±0.25

17.91±0.69

3449±276

1038±44

essent Hb: hemoglobina
CHCM: contingut d'hemoglobina corpuscular mitja

VCM: volurn corpuscular mitja
HCM: hemoglobina corpuscular mitjana



TAULA IV.4.2. pH, p02 I

ESTUDIADES
pco2 EN L'ARTERIA I LES VENES

DE RATES AME ALTS NIVELLS DE
.

RETICULOCITS CIRCULANTS.

Reticulocits: 40%

E!! E.Q2 pC02

A. Aorta 7.39±0.02 105. 8± 4.6 35.2±2.6

V. Porta 7.33±0.03 64. 5± 3.9 46. 8± 1. 3

V. Hepatica 7.33±0.02 48. 5± 1. 5 44.0±2.0

TAULA IV.4.3. FLUXOS SANGUINIS DE LES VENES DE RATES AME

ALTS NIVELLS DE RETICULOCITS CIRCULANTS.

Reticulocits:40%

rnl/rnin

V. Hepatica
V. Porta

A. Hepatica

21.87 ±O. 29

14.23 ±O. 20

7.64 ±O .11



diferencia respecte els fluxos d'aquests mateixos vassos de

rates normals (vegeu taula IV.1.3).

IV.4.2. Concentració d'aminoacids en l'arteria: sang i

compartimentació sanguinia.

En la taula IV.4.4 es mostra la concentració

d'aminoacids

sanguinies
circulants.

en sang arterial total i en les dues fraccions .

de rates amb alts nivells de reticulocits

S'observa que la taurina, aspartat, glutamat,

glicina i arginina estan més concentrats en la fracció

corpuscular que en la plasmatica, mentre que treonina,

glutamina, prolina, alanina, citrul.lina, valina, metionina,

isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, histidina,
ornitina i estan més concentrats en la fracció plasmatica
de la sang que en la corpuscular. Per serina, asparagina i

lisina no existeixen diferencies.

En la taula IV.4.5 es mostra la concentració

d'aminoacids en les cel.lules i en el plasma arterials de

rates amb alts nivells de reticulocits circulants(40%) i la

relació de concentracions cel.lules/plasma. Els aminoacids

que estan mes concentrats en les cel.lules respecte a la

concentració en plasma són per ordre: aspartat, glutamat,

taurina, arginina, asparagina, glicina, serina, lisina,

alanina, glutamina, treonina i tirosina. La prolina,

citrul.lina, valina, leucina, fenilalanina, histidina i

ornitina no presenten una relació E/P diferent de 1. Els

aminoacids que presenten una concentració en cel.lules mes

baixa respecte a la plasmatica són, per ordre de relació E/P

més petita: metionina i isoleucina. Comparant les relacions

E/P d'aquestes rates amb els valors de rates normals (taula

IV.1.5) s'observa que en les rates amb alts nivells de

reticulocits hi ha un augment de la relació per aspartat,

serina, asparagina, glicina i arginina, mentre que la
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TAULA IV.4.4.
, ....

CONCENTRACIO D'AMINOACIDS EN SANG ARTERIAL I

EN LES DUES FRACCIONS SANGUINIES DE RATES

AME ALTS NIVELLS DE RETICULOCITS CIRCULANTS.

Valors en umols/l de sango (promig de 10 animals).

AMINOACID SANG FC FP

TAU 418.4±24.1 316.2±28.6 118.8±6.4 ***

ASP 84.S±1.4 70.9±3.S 16.2±0.9 ***

THR 367.4±44.9 143.3±23.3 224.1±24.3 *

SER 268. S± 8.9 126.9±10.1 141. O± 8.9 ns

ASN 46.1±2.0 27. 6± 3.1 2 O. 8± 2. O ns

GLU 202.0±21.7 147. 6± 18.6 52. 8± 4.5 ***

GLN 591. 4± 75.6 226. 9± 34.3 338 .1± 28.8 *

PRO 151. 9± 18.6 29. 4± 6.1 129. 9± 14.5 ***

GLY 369. S± 11. 4 188. 7± 11. 9 153. 2± 8.9 *

ALA 470. 6± 39.6 186. 4± 31. 4 268 .1± 13.3 *

CIT 81. 3± 2.1 21. S± 3.2 58. 8± 4. O ***

VAL 116. 8± 6.4 26. 6± O. 7 94. S± 5.65 ***

MET 31. O± 1. 4 2. S± 1.1 30.6± 1.1 ***

ILE 61. 8± 2.3 12. 9± 1. 3 51. 7± 2.6 ***

LEU 94. 3± 4.2 22.1±2.6 71. 7± 5.6 ***

TYR 40.3±2.9 12.8±1.7 27. S± 1. 9 ***

PHE 42.8±4.0 9.9±1.8 3S.1±1.7 ***

HIS S8.3±3.0 13.7± 1.1 41.7± 2. O ***

TRP 23.6±2.2 S1.2±1.7

ORN Sl.2±4.1 14.7± 3.6 37.S±2.6 ***

LYS 3S7.2±23.9 167.8±16.6 206.3± 13.8 ns

ARG 201. 7± 2.7 123.9±9.2 86.8±4.4 **

FC: Fracció corpuscular de la sang

FP: Fracció plasmatica de la sang

Estadística: * p<O.OS, ** p<O.Ol, *** p<O.OOl respecete la

fracció corpuscular de la sango



TAULA IV.4.5. CONCENTRACIÓ D'AMINOACIDS EN LES CEL.LULES
SANGUINIES I EN EL PLASMA DE RATES AME ALTS

NIVELLS CIRCULANTS DE RETICULOCITS.

Valors corregits pel contingut d'aigua i expressats en uM.

(promig de 10 animals). Reticulocits: 40%

AMINOACID CEL.LULES

TAU

ASP

THR

SER

ASN

GLU

GLN

PRO

GLY

ALA

CIT

VAL

MET

ILE

LEU

TYR

PHE

HIS

TRP

ORN

LYS

ARG

1556.0±140.8

348.8±17.4

705.1±114.4

624.5±49.7

135.8±15.8

726.4±91.5

1116.7±168.8

144.7±30.0

928.7±59.6

917.4±154.5

105.8±15.8

130.9 ±3. 4

12.3 ±5. 3

63.8 ±6. 5

108.8 ±12. 8

63.2 ±8. 4

48.7±8.9

67.4±5.4

96.8±17.6

825.8±81.7

609.8±45.3

PLASMA

184.6±10.0

25.1±1.5

348.2±37.8

219.1±13.8

32.3±3.2

82.1±6.9

525.3±44.7

201.8±22.5

238.0±13.8

416.5 ±2 O. 7

91. 4 ±6. 2

146.8 ±8. 8

47.5 ±1. 7

80.3 ±4. O

111.4 ±8. 7

42. 7 ±2. 9

54.5 ±2. 6

64.8 ±3.1

79.5±2.6

58.1±4.0

320.5±21.4

134.9±6.84

8.43±0.99 ***

13.89±0.82 ***

2.03±0.33 *

2.85±0.23 ***

4.20±0.49 ***

8.84±1.11 ***

2.13±0.32 **

0.72±0.15 ns

3.90±0.25 ***

2.20±0.37 **

1.17±0.17 ns

0.89 ±O. 05 ns

O. 26 ±O • 11 * * *

0.79 ±O. 08 *

0.98 ±O. 12 ns

1. 48 ±O. 20 *

O • 89 ±O • 16 ns

1. 04 ±O. 08 ns

1. 66 ±O. 3 O ns

2.58±0.25 ***

4.52 ±o.34 ***

Estadística: * p<0.05, ** p<O.Ol, *** p<O.OOl respecte a 1.



relació es mes baixa per prolina, citrul.lina, valina,

metionina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina i

histidina.

IV.4.3. Balane d'aminoacids deIs teixits drenats per la vena

porta.

En la grafica IV.4.1 es mostra el balane d'aminoacids

deIs teixits drenats per la vena porta mesurat en sang

total en animals amb alts nivells de reticulocits circulants

(40%). Com es pot observar, aquests teixits al liberen

principalment alanina i glicina, essent també l'alliberament

significatiu per citrul.lina, histidina i triptofan. La

serina es l'únic

significativa per

aminoacid

aquests

que es captat de forma

teixits. Tots els altres

aminoacids presenten un balane nulo

En la grafica IV.4.2 es mostra la contribució de les

dues fraccions sanguinies al balane d'aminoacids deIs

teixits drenats per la vena porta. Aquests teixits alliberen

a la fracció corpuscular de la sang glicina, citrul.lina,

isoleucina, leucina i histidina, mentre que capten
aminoacids de la fracció corpuscular, essent significativa

per metionina, isoleucina, leucina, triptofan i lisina.

Existeix un comportament contraposat de les dues fraccions

sanguínies per la leucina i la isoleucina. Per citrul.lina,

triptofan i arginina, malgrat que els comportaments no

siguin contraposats sí que so significativament diferents.

IV.4.4. Balane hepatic d'aminoacids.

En la grafica IV.4.3 es mostra el balane hepatic
d'aminoacids en sang total de rates amb un 40% de

reticulocits circulants. S'ha de destacar la gran captació
hepatica d'alanina i glutamina. Apart d'aquests dos
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GRAFICA IV.4.1. BALANC D'AMINOACIDS DELS TEIXITS DRENATS PER LA VENA PORTA.
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GRAFICA IV.4.2. BALANC D'AMINOACIDS DELS TEIXITS DRENATS PER LA VENA PORTA.
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aminoacids també son captats de forma significativa el

glutamat, citrul.lina, valina, metionina, isoleucina,

leucina, tirosina i fenilalanina. La resta d'aminoacids

presenta un balanc nulo

En la grafica IV.4.4. es mostra la contribució de les

dues fraccions sanguínies al balanc hepatic d'aminoacids. El

fetge de la fracció corpuscular . glutamat, glutamina,
alanina, citrul.lina, isoleucina, leucina, tirosina i

fenilalanina i de la fracció plasmatica glicina,
citrul.lina, valina, tirosina i fenilalanina. No hi ha cap

cas en que els dos compartiments sanguinis es comportin de

forma contraposada, pero pel cas de l'alanina es comporten
diferent de forma estadísticament significativa.

IV.4.5. Balanc esplancnic d'aminoacids.

En la grafica IV.4.5 es mostra el balanc esplancnic
d'aminoacids mesurat en sang total de rates amb un 40% de

reticulocits circulants. Com es pot observar, el llit

esplancnic capta de forma significativa serina, glutamat,

glutamina, alanina, valina i tirosina. Tots els altres

aminoacids presenten un balanc nulo

En la grafica IV.4.6 es mostra la contribució de les

dues fraccions sanguínies al balanc esplancnic d'aminoacids.

El llit esplancnic capta de la fracció corpuscular treonina

i alanina, mentre que ho fa de la fracció plasmatica de la

sang per

isoleucina,

l'únic cas

aspartat, prolina, glicina, citrul.lina,

leucina, tirosina i fenilalanina. La prolina és

en que s 'observa un comportament

compartimentssignificativament contraposat deIs dos

sanguinis, mentre que per serina, glutamina, valina i

leucina són estadísticament diferents.
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GRAFICA IV.4.4. BALANC HEPATIC D'AMINOACIDS. FRACCIONS SANGUINIES.
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GRAFICA IV.4.3. BALANC HEPATIC D'AMINOACIDS. SANG TOTAL. (RETICULOCITS).
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GRAFICA IV.�.5. BALANC ESPLANCNIC D'AMINOACIDS. SANG TOTAL. (R�TICULOCITS).
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(RETICULOCITS). (+)captació. (-)alliberament.

o FRACCIO CEL. LULAR

rn FRACCIO PLASMATICA

6300

• vs.o
A vs. Fe

•
•

5400

4500

3600

2700

1800

900

-900

TAU ASP THR SER· ASN GLU GLN PRO GLY ALA CIT VAL MET ILE LEU TYR PHE .HIS TRP ORN LYS ARG



V. DISCUSSIÓ



J

V.1. PART 1: CONTRIBUCIO DELS ERITROCITS AL TRANSPORT "IN

VIVO" D'AMINOACIDS ENTRE ORGANS.

V.1.1. Parametres hematics i estat deIs animals.

Tots els parametres hematics estudiats (taula IV.1.1)

ens permeten considerar que la sang de la qual hem fet les

mesures deIs balancos d'aminoacids és normal, sense indicis

de cap alteració important.

El pH sanguini té uns valors que estan dins la

normalitat (Squires i col., 1976 entre d'altres), i en cap

de les venes estudiades trobem diferencies. Aquests
resultats ens indiquen que els nostres animals no son

acidotics (taula IV.1.2), com també són mormals els valors

de p02 i de pC02 que hem obtingut (taula IV.1.2), essent la

p02 mes alta l'arterial i més baixes en les venes com a

consequencia del metabolisme dels teixits, la qual cosa es

correspon amb els valors més alts de pC02 en les venes que

en l'arteria.

Tots aquest parametres ens serveixen per a determinar

com a normal l'estat deIs animals que hem emprat en aquest

estudi, comprovació que és important a l'hora de descriure

fluxos d'aminoacids, en haver-se descrit canvis importants

d'aquests fluxos en situacions en les que per exemple el pH
és baix (Squires i col., 1976; Schrock i Goldstein, 1981;

Brosnan i col., 1983).

V.1.2. Discussió del metode.

L'ús de les diferencies arteriovenoses per a estudiar

els balancos tissulars de diferents compostos es un fet

generalitzat (vegeu apartat I.1 i I.2). Les simples
diferencies arteriovenoses són únicament, pero, una mesura
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qualitativa.
alliberaments

Per a quantificar les captacions i

de diferents compostos pels teixits es

necessari coniixer el flux sanguini.

Malgrat l'existincia de diversos mitodes per a mesurar

els fluxos sanguinis, a la bibliografia són copmtats els

treballs on hagin estat mesurats, i d'ací que, en general,

manquin dades quantitatives deIs balancos d'aminoacids,
sobretot, i molt especialment, en animals petits com la

rata. Una de les causes d'aquest fet es la dificultat

ticnica de la mesura del flux sanguini. DeIs mitodes

actualment existents, podriem dir que els més emprats son

per una banda les ticniques classiques que es basen en

l'administració d'un indicador no metabolitzable, com per

exemple l'acid aminohipúric, i el calcul del flux es

realitza per mesures d'aquest indicador en el vas sanguini
corresponent (per exemple i com a més recents, Rémésy i

Demigné, 1983; Rémésy i col., 1983). Aquests mitodes tenen

el desavantatge d'ésser molt invasius, i de permetre nomes

la mesura del flux en una vena, ó dues com a maxim per

animal, i només aquelles venes de les que es pugui obtenir

una mostra de sang, i per tant en animals petits queda

restringit a uns pocs organs. DeIs mitodes més recents, el

més implantat és l'ús de les mocroesferes radioactives, les

quals s'administren a la circulació general. Per la seva

grandaria, les microesferes queden atrapades en els teixits,

i el comptatge de radioactivitat d'aquests teixits permet

coniixer el flux sanguini d'aquell teixit (per exemple,
Buelke-Sam i col., 1982; Ahokas i col., 1984). Aquest mitode

té l'avantatge de permetre el calcul del flux sanguini de

tots els teixits que es vulgui per animal. El fet, pero, de

mesurar el flux sanguini com el flux de sang que arriba a un

teixit pot convertir-se en desavantatge. Quan l'aplicació
del flux sanguini és per quantificar balancos de compostos a

través de diferents teixits, el que cal tenir és el flux
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sanguini corresponent al vas sanguini amb el que s'ha

calculat les diferencies arteriovenoses, i aixo no és gaire
facil amb el metode de les microesferes radioactives, ja que

en la majoria deIs casos una vena drena més d'un teixit, com

per exemple la vena porta, la il.líaca ó la jugular. Per

aquests casos s'ha de calcular quins teixits són drenats per

una vena determinada i en quina proporció.

Apart d'aquestes consideracions, ambdós tipus de

metodes mostren elevats errors experimentals (vegeu per

exemple Rémésy i col., 1983; Buelke-Sam i col., 1982)

superiors molts al 16
�

17%.en casos o

Hi ha una altre metode que normalment no s'ha aplicat
en aquests tipus d'estudis. Es tracta del metode

electromagnetic, el qual mesura el flux sanguini deIs vasos

sanguinis directament i per tant podem coneixer el flux

sanguini de les venes que hem emprat per fer les diferencies

arteriovenoses. Un altre avantatge que té aquest metode és

que es facil, rapid i relativament poc invasiu (no s'ha

d'administrar res). El mes notable, pero, es la gran

repetibilitat que hem obtingut, amb uns errors estandar

inferiors al 10% en les venes de flux més baix i entre el 1-

3% en les venes amb més flux, essent els valors mitjanes
deIs fluxos obtinguts perfectament equiparables als valor s

descrits (taula IV.1.3). L'únic inconvenient és que per

animals petits com la rata, el seu ús queda restrigit, ara

per ara, als vasos sanguinis més grans. Creiem, dones, que

si es disposa de la infraestructura necessaria, aquest és el

metode més fiable i repetitiu de mesura del flux sanguini.

V.1.3. Compartimentació sanguínia d'aminoacids

concentració en eritrocits i plasma.

i

La concentració d'aminoacids en sang arterial (taula
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IV.1.4) s'ajusta al descrit anteriorment per la rata per

altres autor s (Brosnan i col., 1983; Rémésy i col., 1983;

Rémésy i Demigné, 1983).

Les dades de compartimentació sangu�n�a d'aminoacids i

les de concentració en cel.lules i plasma (taules IV.1.4 i

IV.1.5) ens mostren que en l'arteria de rata els eritrocits

tenen una concentració més alta que el plasma, amb l'única

excepció de la metionina, que es troba en la mateixa

concentració. Aquestes dades contrasten completament amb les

obtingudes també en rata pero en sang barreja d'arteria i

vena per Soley i Alemany (1980). Amb l'excepció de la

lisina, aquests autors troben que els aminoacids estan mes

concentrats en plasma que en les cel.lules. EIs nostres

resultats estan més d'acord amb les dades en rata de López
Tejero (1985, 1986) i en humans d'Hagenfeldt i Arvidson

(1980), encara que amb diferencies individuals importants.

Les dades de concentració intracel.lular i plasmatica
les discutirem posteriorment (apartat V.5) en relació amb

les caracteristiques del transport "in vitro".

V.1.4. Balanc intestinal d'aminoacids.

EIs animals emprats en aquest estudi tenien lliure

acces al menjar i a la beguda, tant pel que respecte a la

quantitat com al temps. En aquestes condicions, dades del

nostre laboratori han mostrat que les rates menjen
majoritariament de nit, i que a partir de l'inici del cicle

lluminic disminueix molt la ingesta, continuant a nivells

molt baixos durant tot el dia (Pastor-Anglada, 1985),

d'acord amb Hitier i col. (1982). Donat que els experiments
els realitzarem a l'inici de la fase luminica i tenint en

compte que la ingesta no és puntual, sinó que és un proces

relativament llarg, ens dificulta el poder definir d'una
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forma clara si els animals en el moment de l'obtenció de les

mostres es trobaven en estat absortiu, absortiu final o

principi del postabsortiu. A més a més, hem de pensar que la

definició d'aquests estats, en ser una gradació continua, es

molt poc clara. Si pensem en el significat del que vol dir

absortiu, aleshores definirem l'estat deIs animals com a

absortiu, ja que observem un cIar alliberament d'aminoacids

per part de l'intesti (fig.IV.1.1). Brosnan i col. (1983),
en un estudi similar al nostre, deixen cIar que l'estat deIs

seus animals és absortiu pero només observen una sortida

intestinal significativa per alanina i citrul.lina, la qual
cosa ens permet fer aquella consideració, pensant, pero que

si s'hagués extret les mostres unes hores abans potser la

sortida d'aminoacids de l'intesti fóra més importante

En estat absortiu el balanc intestinal d'aminoacids ha

d'ésser negatiu (és a dir, ha d'alliberar aminoacids a la

vena porta) com a consequencia de l'absorció deIs aminoacids

provinents de les proteines de la dieta. Pero el patró
d'aminoacids alliberats no és exactament el patró deIs

aminoacids absorbits. L'intesti altera la composició
aminoacidica degut al seu propi metabolisme, essent els

aminoacids essencials els que millor reflecteixen el

contingut de la dieta (Elwyn, 1966; Elwyn i col.,1968, 1972;

Bourdel i col., 1981 entre d'altres). Amb les nostres dades

no podem fer un estudi de correlacions ja que no hem mesurat

la composició aminoacidica de les proteines de la dieta,

pero la concordancia en l'alliberament d'aminoacids observat

i les dades de la bibliografia abans esmentada, ens permet

suposar que la gran sortida d'alanina des del punt de vista

quantitatiu no pot ser deguda únicament al seu contingut en

la dieta. Aquesta alanina ha de provenir, en part, del

metabolisme intestinal.

Es prou coneguda la importancia de la glutamina com a
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font energetica per l'intesti (Windmueller i Spaeth, 1974,

1980), fet que explica la captació que observem nosaltres

(l'únic aminoacid que es captat de la circulació per

l'intesti). Hem de tenir present que la utilització real de

glutamina per l'intesti sera més gran que els aproximadament
1000 nmols/min de les nostres dades, ja que els animals es

troben en estat absortiu i la glutamina és un aminoacid

relativament abundant en les proteines naturals.

La captació de glutamina per l'intesti "in vivo" es una

dada que concorda amb les observacions en rates alimentades

i dejunades de Windmueller i Spaeth (1974) i Brosnan i col.

(1983), en humans postabsortius (Felig i col., 1973).i en

be, tant alimentat com dejunat (Heitmann i Bergman, 1980).

Es curiós assenyalar que en tots aquests casos els animals

han estat mantinguts amb menjar "ad libitum" pel cas de les

rates alimentades, pero quan s'han administrat dietes amb

continguts de proteina elevats i/ó de forma concentrada en

el temps, ó bé no s'observa balanc net intestinal per la

glutamina (Rémésy i col., 1978, emprant fins i tot una dieta

hipercarbohidratada) ó s'observa un alliberament net (Rémésy
i col., 1978 amb una dieta hiper proteica; Yamamoto i col.,

1974). Es a dir que quan l'aport de la dieta és sufucient,

es deuen saturar les vies metaboliques d'utilització de la

glutamina, havent-hi, per tant, un excedent que és alliberat

a la vena porta.

El desti metabolic de l'esquelet carbonat de la

glutamina en l'intesti és la oxidació a CO2 principalment, i

de forma residual a lactat i altres acids organics, i a

alguns aminoacids com alanina, citrul.lina i prolina

principalment. El nitrogen de la glutamina apareix com amoni

(un 38% de la glutamina captada), alanina (28%), citrul.lina

(24%), prolina (7%) (Windmueller i Spaeth 1978, 1980). Podem

interpretar, doncs, les nostres dades considerant que part
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de la gran quantitat d'alanina alliberada a la vena porta

prove de la metabolització de la glutamina. Amb les nostres

dades es impossible saber quanta de l'alanina al liberada

prové de la glutamina, perque no sabem la quantitat real de

glutamina metabolitzada, apart de que part també d'aquesta
alanina pot provenir del glutamat, que encara que les

nostres dades donguin un balan� intestinal no

significativament diferent de zero pe aquest aminoacids

(pero amb tendencia a ésser alliberat) sol ser un deIs

aminoacids més abundants en les proteines de la dieta (per
exemple en la caseina: Yamamoto i col., 1974; Rémésy i col.,

1978). La metabolització de la glutamina ens explica també

l'alliberament de citrul.lina que observem i que no podem

pensar que vingui de la dieta de forma significativa, donat

que no es un aminoacid que formi part de les proteines.
Aquest resultat, per altra banda, esta plenament d'acord amb

dades obtingudes amb perfusions d'intestí de rata

(windmueller i Spaeth, 1974, 1978, 1980), i en un model

similar al nostre (Borsnan i col., 1983). Les dades de

Windmueller i Spaeth donen una sortida de citrul.lina de 6.5

umols/hora/100p.c. i les nostres al voltant de 8

umols/hora/100pc. Per tant podem parlar d'una plena
coincidenica de valors. La citrul.lina és un aminoacid que

es considera precursor d'arginina, aminoacid aquest que si

bé es considera essencial en animals joves (Borman i col.,

1946) • En adults la biosíntesi pot fer front a les

necessitats d'aquest aminoacid. L'única via biosintetica

d'arginina coneguda implica la conversió d'ornitina a

citrul.lina (reacció catalitzada per la ornitina carbomoil

transferasa). La citrul.lina a través de dos passos

catalitzats per l'argininosuccinat sintetasa i

l'argininosuccinat liasa, ret arginina. Aquests enzims son

predominantment hepatics, pero l'altíssima activitat

arginasa en fetge impedeix que aquest organ sigui un

productor net d'arginina. S'ha comprovat que el cervell i
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els ronyons poden sintetitzar arginina (Ratner, 1973) pero

tenen una activitat ornitina carbomoiltransferasa mol baixa

(Raijman, 1974) i per tant han d'utilitzar citrul.lina

provinent d'altres teixits. Es molt probable, dones, que

l'intestí sigui la principal font de citrul.lina de

l'organisme (Windmueller i Spaeth, 1981), la qual sera la

base per a la posterior síntesi d'arginina en altres

teixits, sobretot en ronyo.

La considerablement gran sortida de taurina que també

s'ha descrit en humans postabsortius (Felig i col., 1973)

s'ha d'explicar pel seu doble origen: la dieta i la

biosíntesi (Spaeth i Schneider, 1974; Huxtable i Lippincott,
1982). El patró de sortida de la resta d'aminoacids,
considerant les variacions degudes a error experimental que

impedeixen que algunes dades siguin no diferents de zero,

seguiex aproximadament el descrit i hem de suposar que

reflecteixen la seva composició en la dieta (Yamamoto i

col., 1974; Rémésy i col., 1978; Bourdel i col., 1981).

- Paper deIs eritrocits en el balanc intestinal

d'aminoacids.

Les nostres dades (fig. IV.1.2) indiquen que els

eritrocits tenen un paper tan important com el que pugui
tenir el plasma, sense aparentar, en absolut¡ una

subordinació al flux plasmatic com suggereixen, en el be,

Heitmann i Bergman (1980). De fet, el que s'observa és que

la contribució deIs eritrocits en el balanc intestinal

d'animoacids es dependent completament de l'aminoacid en

questió, essent molt dificil extreure, de les dades que hem

obtingut, algún patró de comportament general deIs diferents

aminoacids. Només constatem la importancia de llur

contribució. El que si podem comentar és que el grau de

dispersió deIs valor s de la fracció cel.lular de la sang es
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en general mes gran que el plasmatic -la qual cosa

segurament es deu a que han estat calculats d'una forma mes

indirecta que els plasmatics- que pot tenir com a

consequencia una mes gran dificultat per a obtenir

diferencies significatives respecte el zero, que no per la

fracció plasmatica (vegeu els casos de la treonina, serina,

glutamat, glutamina, valina, fenilalanina, histidina i

ornitina en la fig. IV.1.2). De quansevol manera, podem
veure que els eritrocits contribueixen, de forma general, a

l'alliberament d'aminoacids per l'intestí. Per altra banda,

la manca de de bibliografia sobre aquest punt dificulta,

evidentment, la discussió en no haver-hi dades per a

comparar.

col.

EIs nostres resultats difereixen en part deIs d'Elwyn i

(1968). La interpretació de les seves dades -cosa mes

aviat complicada donat el caracter continu deIs experiments
i l'absoluta manca de quansevol tractament estadístic

porta a concloure que els eritrocits, en gos, i a nivell

d'intestí, tendeixen mes a tenir en conjunt un paper

contrari al plasmatic, així, l'intestí mentre que allibera

els aminoacids en el plasma, en captaria de la fracció

cel.lular de la sango En els dos estudis s'observa un paper

actiu deIs eritrocits en el flux intestinal d'aminoacids,

pero difereixen en el sentit d'aquesta contribució.

En termes generals, i pel que fa a l'intestí, els

nostres resultats es troben més aprop del que s'ha descrit

en humans postabsortius (Felig i col., 1973), si bé,
existeixen diferencies importants
aminoacids de forma individual.

en analitzar els

La captació de glutamina que hem comentat anterioment

podem atribuir-la exclusivament al plasma, la qual cosa

confirma dades de Windmueller i Spaeth (1974) en intestí de
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rata perfundit. Aquesta captació plasmatica no sembla ésser

un cas especial de la rata, ja que també s'observa en humans

postabsortius (Felig i col., 1973). L'intestí, per altra

banda, tendeix a alliberar glutamina a la fracció

corpuscular de la sang (dades no significatives, pero)
coincidint també amb les observacions de Felig i col.

(1973), si bé aquests autor s sí que troben un alliberament

significativament diferent de zero. De fet, estrictament

parlant, nosaltres no observem cap cas en el que es dongui,

per a un aminoacid determinat, papers contraposats

(estadísticament significatius) deIs eritrocits i del

plasma. Si, pero, que observem diferencies significatives
entre un i altre compartiment per diversos aminoacids:

aspartat, asparagina, glutamina, citrul.lina, leucina,

tirosina, lisina i arginina.

Es important assenyalar que els aminoacids

majoritariament
dades (alanina,

alliberats per l'intestí segons les nostres

taurina, glicina, i prolina) ho són als dos

compartiments sanguinis de forma practicament igual. Aixo,
ho podem incloure en el que comentavem anteriorment en el

sentit que potser en la rata (de la qual no hi ha dades en

la bibliografia) els eritrocits tinguin mes importancia
quantitativa en el transport d'aminoacids entre els organs,

que en altres especies com el gos, en humans ó en el be.

Els

aromatics

aminoacids basics menys la citrul.lina, els

i els ramificats surten de l'intestí

majoritariament, sinó única, via eritrócits, la qual cosa

contrasta amb la sortida via plasma de la citrul.lina, dada

aquesta última, que també observen Felig i col.

humans portabsortius i Windmueller i Spaeth

(1973)

(1981)

en

en

perfundir amb citrul.lina marcada l'intestí de rata.

Resumint, podriem dir que nomes pels casos de
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l'aspartat, asparagina i ci trul.lina, que acabem de

comentar, el plasma és l'única via de transport d'aminoacids

de l'intesti al fetge. En tots els altres casos, el flux net

d'aminoacids es la combinació, de formes ben diferents

segons l'aminoacid, deIs dos compartiments sanguinis.

V.1.5. Balanc hepatic d'aminoacids.

EIs nostres resultats del balanc sanguini hepatic
d'aminoacids (fig.IV.1.3) mostra i confirma un cop mes el

cIar paper del fetge com a tamponador deIs nivells

d'aminoacids considerablement alts que provenen de l'intesti

en la fase absortiva, fent, com posteriorment comentarem,

que el balanc esplancnic sigui gairebé nulo Aquest paper

principalment captador del fetge en estat absortiu esta

plenament d'acord amb la bibliografia, i és practicament
independent, a nivell general, de l'especie estudiada: en

gos (Elwyn i col., 1968), en ovella (Heitmann i Bergman,

1980) i en rata (Yamamoto i col., 1974; Rémésy i col.,

1978) •

En analitzar els aminoacids de forma individual, el fet

mes destacable
�

es la gran captació d'alanina. Aquesta

quantitativament gran captació d'alanina es mes una

consequencia deIs alts nivells d'aquest aminoacid en la vena

porta, en ser produit per l'intesti, que a un transport

especialment més alt respecte els altres aminoacids. Segons

els nostres resultats, l'extraciió relativa per l'alanina és

d'un 15%, (Rémésy i col., 1978, publicaren un 25%), mentre

que per exemple per la leucina es d'un 11%. De fet,

actualment es considera que el transport d'alanina es el

proces limitant en el metabolisme d'aquest aminoacid en el

fetge, si bé, quan hi ha un gran aport d'alanina al fetge

(per exemple amb dietes hiperproteiques) el metabolisme

s'adapta (disminuint la concentració intrahepatica d'alanina
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lliure) fent que el transport continui essent el proces

limitant (Fafournoux i col., 1982, 1983; Christensen, 1983)
de forma que l'extracció relativa i absoluta augmenten i,

aixi, els nivells arterials d'alanina romanen molt

constants.

Es interessant comentar que, com hem dit anteriorment,

aquesta captació d'alanina en estat absortiu es dóna també

en gos i en be, pero el significat és prou diferent en

aquestes dues espicies respecte a la rata •. Tant en el gos

con en el be -el gos per la seva ingesta rica en proteines i

pobra en carbohidrats, el be per absorbir quantitats
limitades de glucosa (Wolff i Bergman, 1972)- la via

gluconeogenitica esta sempre activada, i la captació
d'alanina té un cIar significat gluconeoginetic. En canv� en

la rata alimentada hem de suposar que aquesta via

gluconeogenitica estigui inhibida, ó al menys en les nostres

condicións no estigui gaire potenciada, amb la qual cosa es

mostra d'una forma mes clara el paper del fetge com a

tamponador deIs nivells circulants d'aminoacids.

Per altra banda, el metabolisme hepatic de l'alanina

esta associat a la ureoginesi (Phromphetcharat i col., 1981)

de forma que l'alanina es considera com un tansportador de

l'amoni, generat en el metabolisme d'aminoacids en els

diferents teixits, al fetge per a la seva conversió en urea

com a forma d'eliminar la toxicitat que representa l'amoni

lliure (Aikawa i col., 1973; Yamamoto i col., 1974; McDonald

i col., 1976; Brosnan i col., 1983 entre d'altres).

No obstant aquest ampli consens respecte a que una

captació hepatica d'alanina es correlaciona amb una activa

ureoginesi, nosaltres observem una clara exportació de

glutamina pel fetge. La bibliografia mostra que en general

el fetge capta ó simplement no té un balanc net de glutamina
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(Yamamoto i col., 1974; Phromphetcharat i col., 1981;
Brosnan i col., 1983; Welbourne i col., 1986), si bé en

rates dejunades s'ha descrit un alliberament de glutamina
pel fetge (Aikawa i col., 1973). Una sortida de glutamina
del fetge esta mes aviat associada, i nomes en casos

cronics, a estats d'acidosi metabolica, situació en la qual
hi ha una serie d'adaptacions que dirigeixen la glutamina
cap el ronyó, el qual, per a compensar la disminució del pH

sanguini, excretara amoni provinent de la glutamina
(Welbourne i col., 1986). En la nostra situació, pero, no

tenim un estat d'acidosi, com ens demostren les mesures de

pH sanguini, ni, com més endavant comentarem, obervem

captació de glutamina pel ronyó. No obstant, potser no es un

resultat tan estrany ja que Rémésy i col. (1978) en rates

al imentade s amb una dieta hipercarbohidatada també troben

una sortida hepatica de glutamina. Malhauradament, no en fan·

cap comentario

Es dificil amb les dades que tenim donar una explicació
a la producció hepatica de glutamina. Una possibilitat fóra

que l'amoni captat pel fetge servís per a la síntesi de

glutamina. En aquest sentit s'ha descrit que si bé l'alanina

indueix la ureogenesi, l'amoni suporta la síntesi de

glutamina (Phromphetcharat i col., 1981). Si ens basem en

les dades de Rémésy i col. (1978) de la concentració portal
d'amoni (que nosaltres no hem mesurat) i apliquem les

nostres dades de flux sanguini portal, veiem que el fetge
reb aproximadament uns 1680 nmols/min. d'amoni. Segons

aquests autors hi ha una captació relativa d'amoni del 77%,

per tanto podem calcular que el fetge captaria aproximadament
uns 1290 nmols/min. d'amoni. Aquests resultats de Rémésy i

col. (1978) -concentració portal d'amoni de 120 uM i una

captació relativa del 75%- corresponen a rates

amb dietes hipercarbohidratades que tenen

alimentades

un 13% de

proteines, pero en augmentar el % de proteines de la dieta,
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augmenten tant la concentració en vena porta d'amoni com

seva extracció relativa. Així, per una dieta del 50% de

proteines
uM i una

suposant
nrnols/min.

s'arriba a una concnetració en vena porta de 220

captació relativa del 90%, amb la qual cosa i

que el flux no varia, el fetge captaria uns 2770

La dieta que reben els nostres animals té un 17%

de proteines. Aquests valor s ens mostren que suposant que

tot l'amoni captat fos emprat per a la formació de

glutamina, aquest amoni pot formar entre un 60 i el 100% de

la glutamina alliberad�, suposant en aquesta estimació que

es necessiten dos amonis per a formar una glutamina. Pero

podem pensar que part del nitrogen de la glutamina formada

pot provenir de l'alanina captada en transaminar-se i formar

glutamat. En aquest sentit, s'ha descrit en hepatocits
aillats de rata alimentada que un 60% del nitrogen produit
en la metabolització de l'alanina ret urea, quedant per tant

un 40% de nitrogen que és reutilitzat (Pastor-Anglada i

col., 1986) podent col.laborar, doncs, a la síntesi de

glutarnina. No coneixem, pero, els

discrepancies entre els nostres resultats

col., 1878) i la resta de bibliografia.

motius de les

(i els de Rémésy i

Pel que respecte a d'altres arninoacids podem veure que

el fetge capta considerables quantitats de glicina i

prolina, els quals són alliberats per l'intestí de forma

principal, i donat l'estat absortiu deIs animals hem de

suposar que el seu destí és la oxidació i la síntesi de

proteines (Rémésy i col., 1983).

La citrul.lina, que prové de l'intestí (Windrnueller i

Spaeth, 1974, 1978, 1980) és captada pel fetge en la mateixa

prporció que es alliberada per l'intestí (fig.IV.1.1 i

IV.1.3). Aquesta captació, pero, no es correspon amb les

dades de Windmueller i Spaeth (1981), els quals interpreten

que la citrul.lina seria la font per a la síntesi d'arginina
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en el ronyo principalment, mentre que el fetge no la

captaria significativament.

d'aquestes diferencies.

No coneixem els motius

EIs aminoacids ramificats (valina, leucina i

isoelucina) són també captats pel fetge, practicament en la

mateixa proporció en que son alliberats per l'intestí

(fig.IV.1.1 i IV.1.3). En estat absortiu, s'ha descrit que

el fetge capta aminoacids ramificats tant amb dietes

hipercarbohidratades com amb dietes hiperproteiques (Rémésy
i col., 1978) així com amb dietes "normals" (Pastor-Anglada
i Remesar, 1986). Ja que s'ha descrit que seria el múscul

mes que no el fetge el lloc principal en la transaminació

deIs aminoacids ramificats -primer pas per a la posterior
oxidació deIs cetoacids resultants- (Goldberg i Odessey,
1972), aquesta captació hepatica pot ser explicada per un

increment en la síntesi de proteines, sincronitzat amb

l'absorció de la dieta (Lardeux i col., 1978) i una

aminoacidemia portal alta (Bourdel i col., 1981). La

captació d'aminoacids ramificats és pero mes baixa en %

(captació relativa) que la deIs altres aminoacids, tant amb

dietes hipercarbohidratades con amb hiperproteiques (Rémésy
i col., 1978), la qual cosa permet cobrir les necessitats

hepatiques i alhora les deIs teixits periferics, on

s'incorporaran a proteines o seran transaminats. L'alta'

capacitat del múscul per a transaminar els aminoacids

ramificats junt amb les taxes d'oxidació deIs cetoacids

corresponents mes alta en fetge ha fet pensar en la

possibilitat d'un flux contraposat d'aminoacids ramificats

cetoacids de forma que els aminoacids ramificats arribarien

al múscul on serien transaminats, i els cetoacids resultants

serien exportats al fetge on serien finalment oxidats

(Hutson i col., 1978; Spydevold i Hokland, 1983; Wagenmakers
i col., 1985).
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EIs aminoacids aromatics son bastant eficientment

extrets pel fetge en rates alimentades (fig.IV.1.3; Remesy i

col., 1978), essent el seu destí metabolic la oxidació

principalment, havent-se trobat que els nivells d'aquests
aminoacids son els principals reguladors de la propia via

catabolica (Salter i col., 1984). La importancia del fetge
en el metabolisme deIs aminoacids aromatics es posa de

manifest en casos de malfuncionament hepatic com la cirrosi.

En aquesta situació els nivells d'aminoacids aromatics

augmenten (Munro i col., 1975; Fernstrom i col., 1979). Aixo

te com a consequencia un amjor entrada d'aquests aminoacids

al cervell, i per tant un augment en la producció de

serotonina i catecolamines (Munro i col., 1982).

- Paper deIs eritrocits en el balanc hepatic d'aminoacids.

Si en el cas del balanc intestinal d'aminoacids els

eritrocits tenien un paper en general similar al plasmatic
(vegeu fig.IV.1.2), l'estudi de la contribució deIs

eritrocits en el balanc hepatic ens mostra considerables

diferencies d'ambdós compartiments sanguinis (fig.IV.1.4).
Un primer cop d'ull a la grafica ens mostra que el fetge

capta aminoacids únicament de la fracció plasmatica de la

sang, nomes amb l'excepció de la

captat deIs dos compartiements
tots els aminoacids alliberats pel

tirosina, aminoacid que es

sanguinis. Contrariament,

f�tge ho són a la fracció

corpuscular de la sang amb la sola excepció de la glutamina,

que ho es en els dos compartiments. Unicament, pero, per

taurina, aspartat i asparagina es donen papers contraposats

significatius de les dues fraccions sanguinies. Així, el

fetge capta significativament aquests tres aminoacids de la

fracció plasmatica de la sang pero n'allibera en els

eritrocits, de forma que el balanc hepatic d'aquests
aminoacids es nul (fig.IV.1.3).
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Mirat des d'un punt de vista general, les nostres dades

recorden el que proposaven Elwyn i col. (1968) en el sentit

de que el fetge exportaria aminoacids en els eritrocits i

els captaria del plasma. El que nosaltres no podem saber,

amb els nostres resultats, és fins a quin punt aixó es una

característica intrínseca del fetge, és a dir, si es donaria

de forma general en quansevol situació, ó si pot també, en

altres situacions, captar de forma general aminoacids deIs

eritrocits.

Com hem comentat pel cas de l'intestí, existeix molt

poca bibliografia sobre la contribució deIs eritrocits en el

balanc hepatic d'aminoacids. Practicament, de dades directes

només disposem de les d'Elwyn en gossos, ja que altres

treballs realitzats sobre el paper deIs eritrocits, no

comtemplen el fetge sinó el llit esplancnic en global, com

es el cas per exemple de Felig i col. (1973) en humans

postabsortius. A partir de les seves dades del balanc

esplancnic i intestinal podem estimar en algun grau que

succeeix a nivell de fetge, i observem que la captació
hepatica es general per practicament tots els aminoacids.

Aquesta captació es realitza indistintament de les dues

fraccions sanguinies. Obviament, no podem dir si les

diferencies amb les nostres dades es deuen a

característiques específiques o si l'estat postabsortiu

implica canvis en les característiques de captació per part

del fetge. No obstant, les dades de Heitmann i Bergman

(1980) en be alimentat, mostren que el paper deIs eritrocits

en aquesta especie té el mateix significat que el plasmatic.
Tot aixo ens fa pensar que en la rata, i de forma semblant

al gos, els eritrocits tindrien un paper més independent al

plasma que en humans ó en el be.

Malgrat sigui dificil obtenir un patró de comportament

cIar deIs diferents aminoacids, les nostres dades ens
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permeten observar que aquells aminoacids que presenten una

sortida del fetege via eritrocits, són precisament els que

presenten una relació de concentració en els

eritrocits/concentració plasma mes alta, que per altra

banda, son aquells que "in vitro" presenten una mes gran

dificultat de transportar-se a través de la membrana

eritrocitaria¡ mentre que els que "in vitro" s 'equilibren
mes rapidament (aminoacids ramificats principalment), sembla

que "in vivo", en fetge, els eritrocits no hi juguin. cap

paper: ni són captats de, ni són alliberats a, la fracció

corpuscular de la sango Aquests resultats, a més a mes,

contrasten amb els resultats trobats pel balan� intestinal,
on veiem (fig.IV.1.2) que els aminoacids ramificats i

aromatics eren alliberats per l'intestí a la fracció

corpuscular de la sang de forma gairebé única. Totes

aquestes variacions ens fan suposar que no és massa probable

que l' explicació de Ls mecanismes Lmp Lí.c at.s en el transport
d'aminoacids entre els organs via els eritrocits, estigui en

la consideració de mecanismes generals a nivell de tot

l'organisme. Malgrat que sigui impossible amb els nostres

resultats arribar a cap tipus de conclusió sobre els

mecanismes implicats, creiem que aquests són mes complexos
del que s'ha suggerit fins ara (Elwyn i col., 1972).

V.1.6. Balan� esplancnic d'aminoacids.

El balan� esplancnic d'aminoacids ha d'ésser,
óbviament, la combinació deIs balan�os intestinal i hepatic.
Si recordem el que hem comentat d'aquests dos balan�os: una

sortida general d'aminoacids de l'intestí i una captació
general hepatica, és logic observar que el llit esplancnic
mostri, per a la majoria d'aminoacids un balan� nul, si bé

existeix una certa tendencia a l'alliberament en la majoria
d'aminoacids (fig.IV.1.5), resultat que mostra d'una forma

molt clara el paper tamponador del fetge al que hem aludit
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de forma reiterada en aquesta memoria.

De fet, pero, s'ha observat que després d'una ingesta
de proteines el balanc esplancnic és negatiu, és a dir que

hi ha una exportació d'aminoacids, en superar l'alliberament

intestinal a la captació hepatica, tant en gossos (Elwyn i

col., 1968; Bloomgarden i col., 1981) com en humans (Wharen

i col., 1916; Aoki i col., 1976), sobretot pels aminoacids

ramificats, i sovint amb una captació d'alanina i glutamina.
El balanc esplancnic negatiu, pero, en poc temps va tendint

a ser positiu, en disminuir l'aport intestinal i ser superat

aquest per la captació hepatica, de forma que hi ha d'haver

un aport dels teixits extraesplancnics. El temps que dura la

sortida esplancnica després d'una ingesta proteica sembla

esser mes llarg en humans que en gos (Bloomgarden i col.,

1981). El fet d'aquesta total dependencia del balanc

esplancnic d'aminoacids amb la ingesta fa que resulti molt

dificil intentar establir comparacions directes entre els

nostres resultats i els bibliografics, mes encara si tenim

en compte que la majoria de treballs o bé han estat

realitzats en estats postabsortius (Felig i col., 1973), o

inclos dejuni, ó bé els que es poden considerar absortius

han estat realitzats després d'una ingesta concentrada en el

temps i rica en proteines (Yamamoto i col., 1974; Wharen i

col., 1976; Rémésy i col., 1978), mentre que les nostres

dades provenen de rates que s'han mantingut amb el seu ritme

d'ingesta natural (en estar liad libitum"), i per tant

l'absorció és més dispersa en el temps.

El paper del llit esplancnic com a regulador dels

nivells circulants d'aminoacids s'ha posat de manifest en un

recent treball en el qual s'estudia la disposició
d'aminoacids infundits de forma periferica en humans

(Gelfand i col., 1986), observant-se que els teixits del

llit esplancnic (fetge i intestí) extreuen de la circulació
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un 70% deIs aminoacids infundits, essent la major part de la

resta aminoacids ramificats, els quals son captats pel
músculo D'aquest treball es pot concloure, dones, que la

importancia del llit esplancnic com a regulador de la

homeostasi aminoacídica no és tan soIs una consequencia de

la seva situació anatomica - el lloc primer en rebre els

aminoacids de la dieta- sino que correspon a les seves

capacitats metaboliques.

Les nostres dades mostren una sortida significativa
d'aspartat, asparagina, glutamat i metionina. En els tres

primers casos es deu a una suma de tendencies a alliberar

aquests aminoacids per part de l'intestí i del fetge, les

quals es fan significatives en el balanc esplancnic. Tant

l'aspartat com l'asparagina són aminoacids que no se'ls hi

reconeix cap paper mínimament important en el flux

interorgans d'aminoacids, si bé son forca importants en el

metabolisme intracel.lular (Aikawa i col., 1973; Felig i

col., 1973; Yamamoto i col., 1974; Rémésy i col., 1978,

Brosnan i col., 1983 entre d'atres), no quedant, dones, cIar

el significat d'aquestes exportacions del llit esp1ancnic.
La possibilitat de que la sortida de glutamat estigui
relacionada amb un possib1e cicle glutamat-glutamina, segons

el qual el glutamat seria captat pel múscul i alliberat

d'aquest teixit en forma de glutamina (Felig i col., 1973b;

Heitmann i Bergman, 1980) es correspon amb les dades del

balanc periferic que hem obtingut i que més endavant

comentarem.

La captació que observem d'aminoacids

correspon a una captació hepatica mes

l'alliberament intestinal. Aquesta captació

aromatics

alta que

esplancnica
implica que hi ha d'haver un aport d'aquests aminoacids

d'altres teixits no esplancnics. Per altra banda, els

aminoacids aromatics no són gaire significatius en els
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fluxos interorgans d'aminoacids per la gran metabolització

hepatica que tenen (Salter i col., 1984), si bé en humans

postabsortius si que s'observa un petit flux deIs teixits

musculars cap el lli esplancnic (Felig, 1975).

El balanc esplancnic nul de la glutamina ve donat per

la compensació de la captació intestinal amb la producció
hepatica. Ja hem comentat el caracter més aviat excepcional
de l'exportació hepatica de glutamina. El resultat mes

corrent a la bibliografia és trobar un balanc esplancnic de

captació d'aquest aminoacid, ja sigui perque l'intestí en

capta i el fetge té un balanc nul (Brosnan i xol., 1983) o

també en capta (Felig i col., 1973), ja sigui perque

l'intestí no en capta de forma neta de la circulació -per

haver-hi un aport important de la dieta- metre que sí que ho

fa el fetge (Rémésy i col., 1978, dieta hiperproteica).
Sigui com sigui, el resultat en general és d'una captació
esplancnica .de glutamina, que ha d'ésser compensada per un

aport periferic (múscul principalment) (Felig i col., 1973;

Wharen i col, 1976; Rémésy i col., 1978; Brosnan i col.,
1983 entre d'altres), teixit, el múscul, que n'allibera

sempre, independentment de l'estat nutricional de l'animal

com mes endavant comentarem, i la qual té un paper de

transport de l'amoni format en aquests teixits, com a

consequencia del metabolisme nitrogenat, cap al fetge on pot
formar urea (per captació hepatica directa; i mitjancant la

glutaminasa, i per previa captació intestinal on es

converteix en alanina i amoni lliure principalment, els

quals són captats pel fetge). Una excepció a aquest flux de

glutamina del múscul al ·llit esplancic es la situació

d'acidosi. En aquesta situació s'ha comprovat que el llit

esplancnic pot ser un exportador net de glutamina (Schrock i

Goldstein, 1981; Welbourne i col., 1986) contribuint així al

flux de glutamina cap el ronyó.
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-Paper deIs eritrocits en el balanc esplancnic d'aminoacids.

Haviem vist anteriorment que existia una important
plasma deaortida d'aminoacids via eritrocits i via

l'intestí (fig.IV.l.2) mentre que el fetge tendia a captar
aminoacids de la fracció plasmatica i a alliberar-ne als

eritrocits (fig.IV.l.4). De la combinació d'aquests dos

comportaments, el que s'hauria d'observar és una captació
d'aminoacids del plasma i un alliberament a la fracció

corpuscular de la sang pel llit esplancnic. I aixo és el que

hem obtingut (fig.IV.l.6). Per alguns aminoacids observem

que el balanc esplancnic sanguini nul és la consequencia de

comportaments contraposats de les dues fraccions sanguínies,
essent els casos més clars els de la glutamina i lisina.

Aquest paper contraposat del plasma i deIs eritrocits pel
cas de la glutamina sembla, doncs, que es més general que

per altres aminoacids, i és un deIs casos en que la

bibliografia es posa mes d'acord en aquest sentit. Recordem

per exemple que en humans postabsortius el paper deIs

eritrocits s'ah descrit que té el mateix sentit que el del

palsma amb l'única excepció de la glutamina (Felig i col.,

1973), si bé en aquest cas es referia al balanc intestinal i

hepatic.

La tendencia a que la sortida.d'aminoacids del llit

esplancnic sigui majoritariament via els eritrócits mentre

que la captació es realitzi del plasma, ens torna a recordar

el que hipotetitzaven Elwyn i col. (1968, 1972) en el gos,

en el sentit de donar al transport d'aminoacids via

eritrocits un significat independent al que té el transport

plasmatic. Analitzant les nostres dades, es podria pensar

que el flux d'aminoacids del llit esplancnic cap els teixits

periferics és mitjancat pels eritrocits i que el transport

d'aminoacids deIs teixits periferics cap el llit esplancnic
és mitjancat principalment pel plasma.
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EIs aminoacids ramificats i aromatics presenten una

clara captació plasmatica amb una contribució eritrocitaria

nul.la. Aquest comportament és diferent del que succeeix en

human s postabsortius, on s'ha descrit una important
contribució deIs eritrocits en la captació esplancnica
d'aminoacids, sobretot pels aminoacids ramificats (Felig o

col., 1973).

Com en els casos del fetge i intesti, es dificil donar

un patró de conducta que agrupi els aminoacids segons siguin
transportats via eritrocits ó via plasma. En el cas del llit

esplancnic la sortida d'aminoacids via eritrocits es mes

clara i important pels aminoacids que presenten una relació

concentració intraeritrocitaria/concentració en plasma mes

alta. Hem de pensar, doncs, que aquest guany net

d'aminoacids per part deIs eritrocits en passar pel llit

esplancnic es realitza contra gradient, -i en alguns casos

com glutamat i taurina amb una concentració eritrocitaria

unes 9 vegades la plasmatica- si fos del plasma d·on

captessin aminoacids els eritrocits. La situació, pero,
seria diferent si els eritrocits captessin els aminoacids

directament deIs teixits, com proposen Elwyn i col. (1966,

1968, 1972), ja que la concentració tissular d'aminoacids és

molt més alta que la plasmatica (Adibi i col., 1973 entre

molts d'altres), i a mes a més, podrien existir "micropools"
d'aminoacids amb unes concentracions determinades que

podrien facilitar aquesta captació pels eritrocits.· Sigui
com sigui,
l'existencia

no són gens clars els mecanismes implicats en

de comportaments diferents del plasma i deIs

eritrocits pel que fa al transport d'aminoacids.

V.1.7. Balanc d'aminoacids deIs teixits drenats per la vena

il.liaca.

EIs reultats obtinguts del balanc sanguini d'aminoacids
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dels teixits drenats per la vena il.líaca ens mostren que hi

ha una exportació generalitzada d'aminoacids mentre que son

captats els aminoacids ramificats (fig.IV.l.7). Dels teixits

drenats

adipós
tant per

per la vena il.líaca -principalment múscul, teixit

i pell- es considera que és el múscul qui predomina,
la seva proporció en massa, com pel seu actiu

metabolisme (Aikawa i col., 1973; Goldberg i Chang, 1978;

Cahill i col., 1981 entre d'altres). No obstant, degut a

problemes metodologics es realment dificil esbrinar. la

contribució quantitativa que puguin tenir la pell i el

teixit adipós.

Les dades obtingudes suggereixen l'existencia d'un cert

estat proteolític muscular que expliqui la tendencia general
a l'exportació d'aminoacids (amb l'excepció dels

ramificats). Aquesta situació d'alliberament d'aminoacids la

observem· en el mateix moment en que el llit esplancnic es

troba en un balanc practicament nul per a la majoria
d'aminoacids, i per tant, contrariament al descrit per la

bibliografia sembla que ni hi hagi una sincronització entre

els teixits periferics i el llit esplancnic. Es probable que

un dels motius d'aquesta aparent desincronització resideixi

en la mesura del balanc esplancnic, on l'alt flux sanguini
comporta que petites captacions no detectades com a tals

siguin en realitat quantitativament importants. En aquest
sentit cal destacar que la mesura del balanc esplancnic
plasmatic dóna una clara tendencia a la captació
d'aminoacids.

Sigui com sigui, una exportació periferica d'aminoacids

ha d'ésser consequencia d'una manca d'aport suficient

da.minoacids exogens, per a soportar les necessitats

hepatiques principalmente Aquesta manca d'aport, pero, no

sembla ser general per a tots els aminoacids donat que

observem una captació significativa d'aminoacids ramificats
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pels teixits periferics, la qual cosa considerem com a una

situació contradictoria, sense poder donar-li una explicació
calra. Hem d'insistir, pero en un punt comentat anteriorment

i que fa referencia al carater clarament continu en el temps
entre un estat de balanc netament captador i un estat de

balanc netament exportador, amb la qual cosa és possible que

el moment en que s'obtingueren les mostres fos de transició

entre un estat i l'altre. Les úniques dades bibliografiques
directament comparables, realitzades en rata i en un estat,

almnys en teoria, absortiu, ens mostren un balanc periferic
basicament nul, pero amb tendencia a l'exportració
d'aminoacids, excepte pels aminoacids ramificats (Brosnan i

col., 1983). En aquest treball que acabem de citar, el

nombre d'animals emprats és únicament de 4, la qua1 cosa es

tradueix en un elevat error estandar i, per tant, en una

manca de significacions estadístiques respecte al zero,

trobant únicament diferencies significatives per la sortida

de glutamina i glicina. Les nostres dades s'han obtingut amb

una nombre d'animals considerab1ement mes gran (8-10

anima1s), i per tant els nostres error s són més petits,

augmentant d'aquesta manera les significacions

estadístiques. Podriem dir, dones, que els nostres resultats

estan basicament d'acord amb e1s de Brosnan i col. (1983).

En ambdós casos, s'observa una important sortida de

glutamina i glicina, mentre que hi ha una captació
d'aminoacids ramificats (significativa en el nostre cas) com

a dades més destacables.

El múscul es un teixit amb una alta capacitat per a

metabolitzar aminoacids ramificats (Goldberg i Chang, 1978;

Spydevold i Hokland, 1983; Wagenmawers i col., 1985; Gelfand

i col., 1986), capacitat que li ve donada per l'alta

activitat transaminasica d'aminoacids ramificats que

presenta (Hutson i col., 1978) i la gran massa d'aquest
teixit respecte el total de l'organisme (40%) que li
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confereix una gran importancia quantitativa en el

catabolisme deIs aminoacids ramificats *. (Hutson i col,

1978; Spydevold i Hokland, 1983), i de fet es considera que

es el múscul el que regula els nivells circulants d'aquests
aminoacids (Kadowaki i col., 1984; Gelfand i col., 1986).

La metabolitzaciódels aminoacids ramificats en el

múscul produeix amoni que si s'acumula pot ser toxic per a

l'organisme. A diferencia del fetge, el múscul no té els

enzims necessaris per a la conversió de l'amoni en urea

(Goldberg i Chang, 1978 entre altres). Estudis inicials de

diferencies arteriovenoses d'aminoacids a través del teixit

muscular mostraren que en estats postabsortius i de dejuni
la sortida d'aminoacids que s'observava no era un simple
reflex de la composició en aminoacids de les proteines
musculars, ja que tant l'alanina com la glutamna eren

alliberades a unes taxes molt més altes que les que els hi

corresponien segosn la seva abundancia en les proteines
(Felig, 1975), i per tant aquests dos aminoacids han d'ésser

sintetizats "de novo" en el muscul. Per la seva sintesi

s'utilitza l'amoni generat en el metabolisme d'aminoacids,

principalment ramificats (Goldberg i Chang, 1978; Snell,

1980) la qual cosa els dóna un cIar paper en el transport
d'amoni cap el fetge i el ronyó (Aikawa i col., 1973;

Yamamoto i col., 1974; Felig, 1975; Munro, 1982 entre

d'altres).

Lórigen de l'esquelet carbonat de l'alanina continua essent

materia amplament debatuda pel que respecte a la contribució

que puguin tenir diferents aminoacids(glutamat, aspartat,

asparagina, valina i isoleucina principalment), via la seva

conversió a piruvat (Goldberg i Chang, 1978; Snell, 1980;

Caldecourt i col., 1985 entre d'altres). On si que hi ha mes

acord es en l'existencia d'una clara relació entre el

metabolisme de la glucosa i de l'alanina, de forma que
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almenys "in vivo" , la sortida d'alanina del múscul

s'incrementa en estats de postabsorció i dejuni (Aikawa i

col., 1973; Felig i col., 1973; Felig, 1975) i també amb

l'administració de glucagó (Smith, 1986), la qual cosa

sembla indicar que una auqmerrcada captació hepá t í.ca , i

consequentment, una devallada en els nivells circulants

d'alanina seria elsenyal per a una augmentada exportació
muscular d'alanina, mentre que disminueix amb

l'administració de glucosa (Elia i col., 1985). La sortida

muscualr de glutamina no s'altera ni amb l'administració de

glutcagó ni de glucosa i, en canvi,augmenta molt en

situacions d'acidosi metabolica cronica mentre que, en

aquestes situacions, no ho fa l'alanina (Schrock i col.,

1980; Smith, 1986). Aquestes dades semblen indicar una major
independencia de la glutamina del metabolisme carbohidratat,

i per tant, una funció diferent pels dos aminoacids. Les

nostres dades es poden interpretar en aquest sentit. En

situació absortiva trobem un balanc nul d'alanina mentre que

hi ha una exportació de glutamina, la qual trasnportara
l'amomi generat en el catabolisme deIs aminoacids ramificats

deIs quals observem captació significativa.

- Paper deIs eritrocits en el balanc d'aminoacids deIs

teixits drenats per la vena il.liaca.

EIs fluxos d'aminoacids en sang deIs teixits drenats

per la vena il.liaca són menors quantitativament parlant
deIs que observavem pels teixits del llit esplancnic, i per

tant el flux via les fraccions sanguinies és també menor

(fig.IV.1.8). EIs resultats obtinguts ens mostren que

existeix una tendencia general -amb l'excepció de la

glutamina, citrul.lina i metionina- aun comportament forca

similar de les dues fraccions sanguinies en el transport

d'aminoacids a través d'aquests teixits.
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Existeix molt poca bibliografia sobre el transport
d'arninoacids via eritrocits en els teixits periferics. Tant

en hurnans postabsortius (Felig i col., 1973; Aoki i col.,

1973) con en qvelles dejunades (McCormick i Webb, 1982) els

eritrocits

d'arninoacids

contribueixen a l'alliberament general
deIs teixits periférics que s'esdevé en

aquestes situacions, sense observar-se papers contraposats

per a les dues fraccions sanguínies. Es calr, doncs, que les

cel.lules sanguínies contribueixen també en aquests teixits

al transport d'arninoacids, si bé, almenys en les nostres

condicions, semblen fer-ho de forma diferent al que veiem

pel fetge ó pel llit esplancnic, la qual cosa ens indica la

manca d'homogeneitat d'aquest transport, i, per tant, dóna

peu a pensar en l'existencia de mecanismes, ó de regulació
d'aquests mecanismes, diferents segons el teixit, almeys en

la rata.

V.1.8 Balanc renal d'aminoacids.

Ja hem comentat a la introducció que el balanc net

d'arninoacids a través del ronyó és molt petit en situacions

de no acidosi com les nostres i d'acord amb aixo, apenes

observem, amb les nostres dades, captacions ó alliberaments

d'aminoacids (fig.IV.1.9), tal i com han descrit diferents

autors en diferents especies no remugadores (Qwen i

Robinson, 1963; Yarnamoto i col., 1974; Tizianello i col.,

1980; Brosnan i col., 1983). En sitruacions d'alimentació

absortives el ronyo té una clara tendencia a captar
arninoacids de la circulació (fig. IV. 1. 9) , dades que estan

basicament d'acord amb el descrit per la rata, en plasma

(Yarnamoto i col. , 1974) , si bé, dades referents a sang total

en rates en les mateixes condicions que les nostres, mostren

un balanc nul per tots els aminoacids, amb l'excepció d'una

captació de glutamat i .glicina i un alliberament de serina

(Brosnan i col., 1983).
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En especies no remugadores s'ha descrit que el ronyo

pot ésser un controlador dels nivells circulants de serina,
doncs s'ha observat que la concentració plasmatica de srina

disminueix en animals amb insuficiencia renal (Tizianello i

col., 1980; Kopple i Fukuda, 1980). Aquesta serina prove de

la glicina que en aquestes especies capta el ronyó (Felig i

col., 1973; Yamamoto i col., 1974; Tizianello i col., 1980;

Brosnan i col., 10983), conversió, aquesta, demostrada per

Pitts i col. (1970).

En animals remugadors s'ha comprovat que el ronyo

allibera tant serina com glicina a la circulació en

situacions d'alimentació (Bergman i Heitmann, 1978; Heitmann

i Bergman, 1980) sense ésser clar quin és el seu origen.

Dins d'aquest context de poca influencia del ronyo

sobre els nivells circulants d'aminoacids en situacions

d'alimentació, s'ha comprovat la capacitat d'aquest organ de

catabolitzar aminoacids ramificats (Adibi, 1976), així com

també se li ha donat importancia en la síntesi d'arginina a

partir de la citrul.lina (Featherston i col., 1973) la qual

provindria de l'intestí (Windmueller i Spaeth, 1981). Les

nostres dades, pero, mesurades com a balancos sanguínis no

ens permeten corroborar les idees abans esmentades, a part
de donar-li al r�nyó una certa capacitat metabolitzadora

d'aminoacids ramificats i aromatics.

-Paper dels eritrocits en el balanc renal d'aminoacids.

El primer que cal destacar en observar la grafica
IV.1.10 de la contribució de les dues fraccions sanguínies
en el balanc renal d'aminoacids és l'amplitud dels moviments

de la fracció eritrocitaria comparada amb la plasmatica, i

la grandaria dels errbrs estandar d'aquestes dades que

impedeixen el detectar diferencies estadistiques per
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nombrosos casos. Hem de dir també que no existeixen dades

bibliografiques sobre la possible contribució dels

eritrocits en el balanc renal d'aminoacids, amb l'única

excepció de glutamat i glutamina. Dades obtingudes en gos

acidotic i control mostren la nul.la contribució dels

eritrocits en la captació de glutamina pel ronyo (Vinay i

col., 1985). En rata s'ha observat tant que el ronyó capta

glutamina dels eritrocits (Vinay i col., 1985) com s'ha

negat aquesta possibilitat (Squires i col., 1976).

Basicament, la fracció plasmatica de la sang es la

responsable de les captacions dels aminoacids que havíem

vist captats en la mesura en sang total. Per altra banda, és

de destacar que hi ha una captació de glicina de la fracció

corpuscular de la sang i un alliberament en la mateixa

quantitat de serina en la fracció plasmatica, la qual cosa

ens fa tornar a considerar l'existencia de la conversió de

glicina en serina que comentavem anteriorment, i que

d'altres autor s havien observat en fer diferencies

arteriovenoses a través del ronyó (Yamamoto i col., 1974;

Tizianello i col., 1980; Felig i col., 1969; Brosnan i col.,

1983) entre d'altres). També és important la sortida de

glutamina via eritrocits -malgrat que el balan e sanguini

sigui nul per l'increment de l'error de la mesura- donat que

ha estat descrit que el ronyó de rates no acidotiques és un

lloc d'activa síntesi de glutamina (Janicki i D.Goldstein,

1969), fent suposar, aquestes dades, que existeix un

alliberament unidireccional d'aminoacid sintetitzat cap a

una de les dues fraccions sanguínies: serina a plasma i

glutamina a eritrocits. En conjunt, doncs, sembla existir

una contribució dels eritrocits al transport d'aminoacids a

través del ronyó, si bé aquesta contribució es diferent

segons l'aminoacid.
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V.1.9. Balanc d'aminoacids deIs teixits drenats per la vena

jugular

Existeixen molt poques dades sobre· el metabolisme

d'aminoacids en el cervell "in vivo", i les que hi ha

provenen d'estudis realitzats amb mesures de diferencies

arteriovenoses emprant la vena jugular, és a dir que

s'associen els teixits drenats per aquesta vena amb el

cervell (Cahill i col., 1981; Brosnan i col., 1983). No hem

trobat, pero cap dada que demostri que la participació de

múscul i de teixit adiós en aquests resultats sigui

mensyspreable.

Es considera que -de forma al que succeia en el ronyo

pero mes acusat- la contribució del cervell a la homeostasi

aminoacidica es negligible (Aoki i col., 1981) el qual

presenta en situacions normals balancos nuls per a tots els

aminoacids (Aoki i col., 1981; Brosnan i col., 1983). Les

nostres dades mostren que en les condicions estudiades hi ha

una significativa captació d'aminoacids aromatics

(fenilalanina), de ramificats (valina, isoleucina i leucina)

i de glicina.

La captació d'aminiacids pel cervell (a través de la

barrera hematoencefalica) sembla ser pels aminoacids neutres

(tirosina, metionina, treonina, fenilalanina, triptofan,
leucina, isoleucina i valina) dependent de la concentració

en plasma, existint competició entre ells per a un mateix

sistema de transport (Olendorf i Szabo, 1976). Aquesta
característica sembla ser la responsable de que en casos de

diábetis hi hagi un increment en la captació d'aminoacids

ramificats i de la seva concentració en cervell de rata,

mentre que disminueix la concentració d'aminoacids aromatics

en el cervell (Brosnan i col., 1983, 1984).

235

_.'



El destí metabolic deIs aminoacids ramificats captats
es probablement la oxidació, ja que s'ha demostrat aquesta

capacitat en talls de cervell (Chaplin i col., 1976), i s'ha

descrit la presencia, en diferents regions de cervell,
d'activitat transaminasa deIs aminoacids ramificats i

deshidrogenasa deIs cetoacids deIs aminoacids ramificats

(Brosnan i col., 1985).

-Paper deIs eritrocits en els balanc d'aminoacids deIs

teixits drenata per la vena jugular.

Les nostres dades (fig.IV.1.12) no mostren

significacions cIares pel transport d'aminoacids via

eritrocits a través deIs teixits drenats per la vena

jugular, si bé, en la majoria de casos es veu una tendencia

(no significativa) amb major ó menor grau a transportar
aminoacids en la mateixa direcció que el plasma, amb les

excepcions de la citrul.lina (únic cas en que trobem una

diferencia estadística entre les dos compartiments
sanguinis), lisina, metionina i glicina, si bé aquests nomes

mostren tendencies no significatives.
Com el cas del ronyo, hem obtingut uns errors

estadísitcs relativament alts, degut pricipalment al

quantitativament poc important moviment d'aminoacids que hi

ha a través d'aquests dos teixits. Poques conclusions podem

extreure, doncs del paper deIs eritrocits en el transport
d'aminoacids a través deIs teixits drenats per la vena

jugular en les nostres condicions, si bé s'ha descrit (única

referencia bibliografica existent) que en cervell perfundit
de gos, els eritrocits estarien involucrats en el transport

d'asparagina, glutamat, histidina, metionina, sreina,

treonina i tirosina (Drewes i col., 1977), pero les

condicions de perfusió son tals que hi ha una sortida

generalitzada d'aminoacids, la qual cosa no ens permet

considerar-la com a situació comparable
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V.I.IO. Consideracions globals.

L'ús de la situaxió absortiva com a única situació

fisiologica estudiadaimplica que els fluxos d'aminoacids,
tal i com hem observat, vagin dirigits de l'intestí als

demés teixits. Per tant, l'estudi de la contribució deIs

eritrocits a aquests fluxos es necessariament parcial.
Desconeixem, si ,en la rata" en situacions en les que els

fluxos d'aminoacids siguin deIs teixits periferics al llit

esplancnic, com podria esser un dejuni, els eritrocits

tindrien una altra contribució. Es a dir, si el paper deIs

eritrocits és dedendent de la situació concreta.

Hem comprovat que, en les nostres condicions, el paper

deIs eritrocits es, en general, tant important
quantitativament com el plasmatic, i sembla molt mes cIar

pels teixits esplancnics que en els periferics, segurament

per tenir uns fluxos d'aminoacids més grans.

Es dificil extreure conclusions concretes sobre la

participació deIs eritrocits al transport interorgans
d'aminoacids si mirem els comportaments deIs aminoacids

individuals, ja que s'observa una absoluta variabilitat

segons el teixft. Es més indicatiu mirar-ho per teixits. Si

ho fem així, podem veure que l'intestí no distingeix entre

plasma i eritrocits a l'hora d'alliberar aminoacids (sempre
mirat com a tendencia general). El fetge, per altra banda,

sembla que els distingeix molt bé: capta aminoacids del

plasma i n'allibera als eritrocits,

que també apare ix si s'observa el

comportament, aquest,

llit esplancnic. Pels

altres teixits estudiats no es poden extreure conclusions

massa evidents degut a que presenten moviments d'aminoacids

quantitativament molt petits.

Obviament, els mecanismes concrets implicats no els
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coneixem, pero potser aquesta interpretació pugui permetre
sortir del cul-de-sac actual en que estroba aquest problema,
en haver-hi tantes diferencies de resultats en els treballs

que s'han realitzat, i contradiccions segons les capacitats
de transport observades "in vitro" deIs eritr6cits.

El que queda cIar, amb els resultats obtinguts, és que

en la rata no es poden emprar les mesures plasmatiques com a,

mesures assimilables al transport total. L'ús del plasma,

segons els nostres resultats, no és que infravalori el flux

d'aminoacids, com s'obsrva en humans (Felig i col., 1973) i

en el be (Heitmann i Bergrnan, 1980), sinó que el

distorsiona. Creiem que amb els avencos tecnics que hi ha

hagut quant a la mesura d'aminoacids, no és tant valida ja
l'excusa que la mesura en sang total comporta un error mes

alt que la plasmatica, com se sol, o solia, argumentar

(vegeu Heitmann i Bergrnan, 1980 per exemple), si be, en

casos en que s'hagi demostrat un paper poc important deIs

eritr6cits en el flux inter6rgans d'aminoacids, aquell
raonament pugui ser valido
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V.2. PART 2: TRANSPORT D'AMINOACIDS EN ERITROCITS "IN VITRO"

L'objectiu d'aquesta part ha estat el determinar el

transport de diferents aminoacids en eritrocits de rata, amb

la intenció d'establir l'existencia, ó no, d'algún tipus de

correlació entre els resultats obtinguts "in vivo" de la

contribució deIs eritrocits al transport inter-organs
d'arninoacids i llur capacitat "in vitro" de transporto La

manca de bibliografia sobre la presencia de diferents

sistemes de transport d'aminoacids en eritrocits de rata i

la gran variabilitat d'aquests sistemes segons l'especie
estudiada obliguen a partir de zero pel que respecta a la

rata.

V.2.1. Condicions i validesa del métode emprat en la mesura

"in vitro" del transport d'aminoacids.

Donat

influenciat

que el transport d'aminoacids pot estar

per la concentració d'aminoacids dins els

eritrocits (fenomens de trans estimulació i de . trans

inhibició) és convenient realitzar els estudis de transport
en eritrocits buits d'aminoacids,
de Lieb i Stein (1974a,b, 1976).

figura IV. 2.1. la concentració

seguint les recomanacions

Com es pot observar en la

d'aminoacids dins els

eritrocits en els quals mesurem el transport és molt baixa,

i en cIar acord amb el descrit (Rosenberg, 1982¡ AI-Saleh i

Wheeler, 1982). Per altra banda, el manteniment deIs nivells

d'ATP que observem (fig.IV.2.2.) ens indiquen que els

eritrocits no sofreixen alteracions metaboliques importants
durant els processos de rentat i d'incubació. Aquests

resultats, mes el fet ja comentat en Materials i Metodes

(apartat 111.2.7.2.) de la total similitut deIs valors

obtinguts aplicant el nostre metode en eritrocits humans i

els descrits en la bibliografia per aquestes cel.lules

(Young i col.,1983) ens permeten concloure que el nostre
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mitode es v�lid per a la mesura del transport "in vitro"

d'amino�cids.

Malgrat que la bibliografia mostri que en els estudis

de captació d'amino�cids per eritrocits no hi ha adsorció en

la membrana (Al-Saleh i Wheeler,

en les

1982) ,

nostres

hem cregut
condicionsconvenient comprovar-ho

experimentals. S'ha de tenir en compte que en estudiar la

captació en eritrocits per mesures de la radioactivitat d'un

lisat cel.lular, d'entrada és impossible discernir entre

aquella radioactivitat que es trobava dins la cil.lula i

aquella que

(adsorció).
estigués

Trobem que

enganxada a

no hi ha

la membrana

diferincies

cel.lular

entre la

presincia i l'absincia de membrana en el comptatge de

radioactivitat, ni tampoc en la presincia o absincia de

Tritó X-lOO (taula IV.2.1.). Aquests resultats ens indiquen
que no tenim cap fenomen d'adsorció i que per tant tota la

radioactivitat mesurada correspon a radioactivitat que es

trobava dins la cil.lula.

V.2.2. Transport d'alanina.

Els nostres

de rata tenen

. respecte al

acumulativa es

resultats mostren que els eritrocits madurs

la capacitat d'acumular (overshoot) alanina

medi (fig.IV.2.3.). Aquesta capacitat
+

dependent de Na. L'an�lisi cinitic mostra

que el transport d'alanina es pot descomposar en dos
+

components: un petit component dependent de Na i un

independent de Na+ no saturable (fig.IV.2.4.). Aquests

resultats contrasten amb els.obtinguts per Wise (1975) també

en rata,

amino�cids

capacitat
residir

qui observa que els eritrocits nomes capten

per sistemes independents de Na+ i no presenten

acumulativa. L'origen de les discrep�ncies pot
+

de Na que nosaltres

el transport totaltrobem

en que el component dependent
es molt petit comparat amb
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d'alanina,

predomina el

treball de

sobretot a concentracions altes, a les quals

component independent de Na+ (fig.IV.2.4.). El

Wise está realitzat amb una concentració

d'alanina en el medi de 1mM. A aquesta concentració

nosaltres trobem que el transport d'alanina mitjan�ant el
+ -

component dependent de Na es la meitat del transport
+

mitjan�at pel component independent de Na. Pot ser, doncs,

que en fer un "overshoot" amb una concentració d'alanina

molt per sobre de la Km (0.25 mM) el transport dependent de

Na+ quedi ernrnascarat per l'independent de Na+, és a dir que

hi hauria poca sensibilitat per a discernir-lo. Per altra

banda, les dades cinetiques obtingudes ens poden explicar la

relativament petita capacitat d'acúmul d'alanina que

observem respecte al medi (relació in/out:1.35 a les 2

hores) ja que la presencia d'un gran component linial i

independent de sodi, que es pot assimilar a difusió, pot
actuar facilitant la sortida de l'alanina captada amb el

sistema dependent de Na+ (Al-Saleh i Wheeler, 1982).

En eritrocits madurs nomes s'havia descrit la presencia
de dependencia al sodi en la captació d'alanina en humans

(Young i col., 1980, 1983; Rosenberg, 1982; Al-Saleh i

Wheeler, 1982), i en colom (Vidaver i col., 1964; Eavenson i

Christensen, 1967; Wheeler i Christensen, 1967; Wheeler,

1982); mentre que s'ha descrit que no existeix en conill

(Winter i Christensen, 1965; Wheeler i Christensen, 1967;

Antonioli i Christensen, 1969), ni en ovella (Young i col.,

1976; Young i Ellory, 1977; Young i col., 1980) ni en cavall

(Fincham i col., 1985; Fincham i Young, 1985)

L'eritrocit de rata sembla esser mes permeable a

l'alanina que l'eritrocit huma tal com indica la velocitat

de transport que hem obtingut en rata tant pel

component dependent de Na+ -entre 5 i 10 vegades
com al independent -essent el valor de la Kd

que fa al

mes rapid
quasi 50
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vegades mes alt -en comparar-los amb els descrits per

eritrocits humans (AI-Saleh i Wheeler, 1982; Rosenberg,
1982; Young i col., 1983). No obstant aquesta mes alta

capacitat de transport, el transport dependent de sodi

presenta una constant d'afinitat (Km:0.25 mM) perfectament
equiparable a la descrita en eritrocits humans (entre 0.19 i

0.4 mM) (AI-Saleh i Wheeler, 1982; Rosenberg, 1982; Young i

col., 1983). Podem dir, doncs, que la principal diferencia

entre el transport d'alanina entre els eritrocits humans i

els de rata és el valor de velocitat maxima del sistema

dependent de sodi, molt més alt en rata que en humans. Per

altra banda, quan el component dependent de sodi el

representem segons Eadie-Hoffstee comprovem que de fet

existeixen dos components, un de baixa afinitat i alta

capacitat, i un d'alta afinitat i baixa capacitat
(fig.IV.2.5.). Aquest resultat contrasta amb un únic

component dependent de sodi trobat en eritrocits human s (AI

Saleh i Wheeler, 1982; Rosenberg, 1982; Young i col., 1983).

EIs principals sistemes dependents de sodi que

transporten alanina descrits per altres tipus cel.lulars son

el sistema A i liASe (per a revisions vegeu per exemple

Kilberg, 1982; Shotwell i col., 1983). En eritrocits, i de

fet en tota la linia cel.lular de la que deriven: des

d'eritroblasts fins a l'eritrocit madur, no s'ha trobat cap

evidencia de l'existencia del sistema A, i per tant es

considera que el sistema Ase és l'únic sistema present en

aquestes cel.lules dependent de sodi que transporta alanina

(Wise, 1975; Rosenberg, 1982; Wheeler, 1982; AI-Saleh i

Wheeler, 1982; Young i col., 1983).

El primer que cal fer quan es vol descriure la

presencia d'un sistema de transport determinat, és definir

els substrats que poden ser transportats per aquest sistema.

Per a acoseguir-ho es fan estudis de la inhibició que
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produeix la presencia d'aquests substrats en el medi en el

transport de l'aminoacid determinat. Aixo es basa en la

consideració de que dos substrats que siguin transportats

pel mateix sistema de transport competiran per ell, i per

tant, quan un d'ells estigui en una concentració prou alta

inhibira el transport de l'altre. Evidentment, pero, una

inhibició observada d'aquesta manera no implica
necessariament que es tracti d'una inhibició competitiva,
sino que pot ser deguda a altres causes com interaccions amb

el transportador per exemple.

Els ·nostres estudis d'inhibicions (taula IV.2.2.) ens

mostren que el sistema de transport d'alanina dependent de

sodi és estereoespecific ja que la D-alanina es bastant

pitjor inhibidor que la L-alanina. També requereix grups &

amino, com s'observa per la nul.la inhibició produida per la

?-alanina. Per altra banda, les inbicions que observem

ens mostren que aquest sistema no es especific de l'alanina

ja que nombrosos aminoacids tenen un clar efecte inhibidor

del transport d'alanina. Entre aquest� aminoacids pot

sorprendre les inhibicions produides per substrats

tipicament transportats en altres tipus cel.lulars per

sistemes no dependents de sodi (sistema L principalment) com

la L-leucina. En aquest sentit cal dir que estudis

realitzats en eritrocits humans també han mostrat aquestes

inhibicions, pero s'ha demostrat que no son inhibicions

competitives, es a dir, que aquests aminoacids no son

transportats per aquest sistema de transport (Al-Saleh i

Wheeler, 1982; Rosenberg, 1982; Young i col., 1983).

Finalment, i com a dada potser més destacable, el sistema de

transport que estem estudiant no accepta grups metil com ens

demostra la nul.la inhibició produida pel metil

aminoisobutirat (Me-AIB). Aquesta darrera dada ens permet

afirmar que en eritrocits madurs de rata no existeix el

sistema de transport A en ser la capacitat del sistema A per
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a transportar el Me-AIB la característica principal que el

diferencia d'altres sistemes dependents de sodio

Totes aquestes dades ens porten a suposar l'existencia

del sistema de transport ASC en eritrocits madurs de rata

tal i com ja estava descrit anteriorment per eritrocits

madurs hurnans i de colom.

V.2.3. Transport de glicina.

EIs eritrocits madurs de rata poden acumular glicina

(overshoot) respecte al medi (relació in/out:1.7 a les dues

hores) sempre i quan el medi contingui Na+ (fig.IV.2.6.).
L'analisi cinetic ens mostra que el transport de glicina es

pot descomposar en un component linial no dependent de sodi

i un component saturable dependent de sodi (fig.IV.2.7.).
L'existencia d'un transport de glicina dependent de sodi en

eritrocits madurs sembla que sempre acompanya a l'existencia

del sistema ASC, havent estat descrit, doncs, en les

mateixes especies que aquest darrer. Així, s'ha descrit un

transport pdependent de sodi en eritrocits madurs de colom

(Vidaver, 1964a,b,c; Vidaver i col., 1964; Eavenson i

Christensen, 1967; Wheeler i Christensen, 1967; Lee i col.,

1973; Wheeler, 1982) i en hurnans (Young i col., 1980; Ellory
i col., 1981; AI-Saleh i Wheeler, 1982), mentre que no

existeix en cap altra especie estudiada com el be (Young i

col., 1976;, Young i Ellory, 1977; Young i col., 1980) i el

cobaia (Fincham i col., 1984).

Malgrat que el transport dependent de sodi per glicina

i alanina es trobin sempre junts no vol dir en absolut que

els dos aminoacids siguin transportats pel mateix sistema de

transporto Des deIs primers treballs de Vidaver en

eritrocits de colom (1964a,b,c) va quedar cIar que la

glicina es transportada per un sistema d'alta afinitat i
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especific per glicina i sarcosina (sistema Gly) diferent del

sistema ASC. L'estudi d'inhibicions mostra que l'alanina no

inhibe ix en absolut al transport dependent de sodi de

glicina, mentre que la sarcosina l'inhibeix practicament del

tot. Per altra banda, el sistema Gly requereix no només el

Na+ sino que també és dependent del Cl- (Vidaver, 1964a,b,c;
Vidaver i col., 1964; Ellory i col., 1981). Aquesta sembla

ésser també la situació en eritrocits madurs de rata, ja que

observem que quan es substitueix el Cl- per ió acetat o

formiat el transport de glicina dependent de sodi es mes

baix (taula IV.2.4.).

Totes aquestes dades ens permeten concloure

l'existencia del sistema Gly en eritrocits madurs de rata.

L'analisi d'Eadie-Hoffstee d'aquest sistema de transport

(fig.IV.2.8.) revela que existeixen de fet dos components:
una d'alta afinitat i baixa capacitat i una de baixa

afinitat i alta capacitat. Aquest tipus d'analisi no permet
saber si aquestes dues components són sistemes de

diferents o es tracta d'un mateix sistema amb

transport
diferents

estats, pero la possibilitat de que el component de baixa

afinitat correpongues en realitat al sistema ASC no la podem
deixar de banda, ja que la Km de 0.4 mM obtinguda esta en

el marge de les Km dels aminoacids transportats pel sistema

ASC i, a més a mes, hem vist que quan la concentració de

glicina es alta pot inhibir el transport d'alanina dependent
de sodi (taula IV.2.2.) senyal de que la glicina, quan la

concentració satura al sistema Gly, pot ser transportada
també pel sistema ASC. La descomposició en dos components

del sistema Gly ha estat descrita en reticulocits de conill

(Winter i Christensen, 1965) i se li ha donat aquesta

interpretació (Fincham i col., 1984).



V.2.4. Transport de leucina.

La captació de leucina en eritrocits madurs de rata és

un procés enormement rapid tal com indiquen els resultats

obtinguts en mesurar la relació in/out en funció del temps a

37 C (grafica IV.2.9). Practicament, a partir de 30 segons

d'incubació s'assoleix una relació in/out quasi de 1 i que

apenes es modifica en 120 minuts. Aquests mateixos resultats

ens indiquen que el transport de leucina en eritrocits de

rata no es un procés dependent de sodi ni presenta la

capacitat d'acumular aquest aminoacid respecte al medio

Aquestes dades estan d'acord amb les dades descrites del

transport de leucina mitjancant el sistema L en eritrocits

humans (Rosenberg, 1981, 1982; AI-Saleh i Wheeler, 1982).

Podem observar que, a 37 C, es practicament impossible
aconseguir linealitat de la captació de leucina en funció

del temps i per tant,

velocitat inicial, ja
seria irreal tenint

no podem-tenir una mesura precisa de

que un temps inferior a 30 segons

en compte el protocol d'aturada del

transport i del rentat deIs eritrocits. Ha estat descrit que

el transport de leucina és molt dependent de la temperatura
tant en hepatocits (Le Cam i Freychet, 1977) com en

eritrocits human s (Rosenberg, 1981, 1982; AI-Saleh i

Wheeler, 1982). Aquests últims autor s , en eritrocits humans,

solucionen aquest problema enlentint el transport de leucina

disminuint la temperatura d'incubació a 25 C. D'aquesta
manera, malgrat que no s'acabi d'assolir una linialitat com

les que veiem per l'alanina i per la glicina, poden
treballar amb un temps d'incubació de 30 segons amb una

certa linialitat del transporto Nosaltres hem seguit aquesta

estrategia fent una mesura de la captació de leucina en

funció del temps a 20 C (grafica IV.2.10), pero no observem

apenes diferencies respecte a la incubació a 37 C.

Segurament, aquest resultat ens indica que el transport de

leucina en eritrocits de rata és molt més rapid que en
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humans, i que per tant, la disminució de temperatura a 20 C

no enlenteix suficientment el transporto No obstant aixo,
hem cregut convenient realitzar totes les mesures de

captació de leucina posteriors a 20 C i al minim temps real

d'incubació, que hem calculat que era de 30 segons.

El transport de leucina en eritrocits de rata segueix
una cinetica michaeliana sense haver trobat indicis de

l'existencia de cap component linial (grafica IV.2.11). A

més a més, l'analisi per Eadie-Hoffst�e de la cinetica del

transport de leucina no ens permet suposar l'existencia de

mes d'un component (grafica IV.2.12), si bé, el fet

d'obtenir una única recta no demostra que sigui realment un

únic component. Aquesta dada es en desacord amb els

resultats obtinguts en uns primers treballs realitazats en

eritrocits humans (Winter i Christensen, 1964), pero dades

molt més recents han demostrat que el segon component trobat

per Winter i Christensen (1964) era, possiblement, un

artefacte de la mesura i que en realitat només s'observa un

únic component en la captació de leucina per eritrocits

h�ans (Young i col., 1980; Rosenberg, 1981, 1982; Al-Saleh

i Wheeler, 1982), tal i com observem nosaltres en eritrocits

de rata. De fet, la diferencia més important entre les

nostres dades de la cinetica de leucina en eritrocits de

rata i les dades bibliografiques d'eritrocits humans esta en

la velocitat maxima d'aquest transport, essent entre 5 i 10

vegades més alta en eritrocits de rata que en humans, la

qual cosa concorda amb el que haviem comentat anteriorment

en observar la manca d'efecte enlentidor de la captació en

disminuir la temperatura d'incubació. La Km, per altra

banda, es practicament identica a la descrita en eritrocits

humans pels autor s abans esmentats.

En estudiar les capacitats inhibitories de diferents

aminoacids sobre el transport de L-leucina en eritrocits de
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rata (taula IV.2.5) observem que el patró obtingut
d'inhibicions es sensiblement diferent al descrit per

eritrocits humans. Podem veure que el transport de L-Ieucina

es estereoselectiu ja que la D-Ieucina a una concentració de

10 mM no és capac d'inhibir la capatació de L-Ieucina, i per

tant és capac de distingir entre aquests dos estereoisomers.

La característica estereoselectiva del transportador de

leucina ha estat descrita d'una forma molt clara en

eritrocits humans (AI-Saleh i Wheeler, 1982; Rosenberg,
1982) on s'ha observat que les inhibicions produides pels
isomers D són quantitativament molt menors que les produides
pels isomers L. Pel que fa a les inhibicions produides per

altres aminoacids, observem que, contrariament al descrit

en eritrocits humans, els aminoacids que generalment son

transportats pel mateix sistema que la leucina i que per

tant haurien de donar les més grans inhibicions, com serien

la valina, la isoleucina, la fenilalanina i la metionina, no

són capacos d'inhibir el transport de leucina, o si ho fan

és en un tant per cent molt baix. Contrariament, aminoacids

que en eritrocits humans no produeixen inhibició detectable

del transport de leucina com ?-alanina, histidina, D

alanina, serina, treonina i arginina, en eritrocits de rata

son capacos d'inhibir el transport de leucina.

Si haguessim de fer cas exclusivament d'aquestes dades

d'inhibicions per a caracteritzar el sistema de transport de

la leucina, podriem dir que es tracta d'un sistema

estereoselectiu, que es un sistema que pot transportar

aminoacids neutres de cadena curta (amb les excepcions de la

glicina i de l'alanina), que reconeix els aminoacids

basics (amb l'excepció de la lisina), que pot acceptar grups

metil (com ens indica el fet de que tant l'AIB com el MeAIB

tenen practicament la mateixa capacitat d'inhibir el

transport de leucina) i que reconeix també grups ?-amino

(com ens indica el significatiu grau d'inhibició que
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assoleix la ?-alanina). En canvi, aquest sistema de

transport no reconeix aminoacids neutres de cadena llarga o

ramificada, amb l'excepció de la leucina, ni aminoacids de

caracter acid. S'ha d'anar en compte, pero, a l'hora

d'interpretar les dades d'inhibicions realitzades a una

única concentració. D'entrada no sabem si les inhibicions

que observem són competitives ó no, és a dir, si realment

l'arninoacid que inhibeix el transport de leucina es

transportat pel mateix sistema. En aquest sentit, s'ha

descrit en eritrocits hurnans que les inhibicions observades

del transport d'aminoacids neutres de cadena curta per

aminoacids de cadena ramificada ó la fenilalanina son de

tipus mixte amb una gran proporció d'inhibició no

competitiva (Rosenberg, 1982), es a dir que es tracta d'una

inhibició produida per interaccions aminoacid-transportador
sense que hi hagi un transport de l' aminoacid inhibidor en

questió. Una altra questió a tenir en compte és la idoneitat

de la concentració d'aminoacid inhibodor escollida. Hem de

pensar que el transport de leucina es satura, segons les

nostres dades, a altes concentracions d'aquest aminoacid.

Pot succeir que la concentració deIs aminoacids testats (10

mM) sigui massa baixa per a que tinguin un efecte inhibidor

observable, i mes si tenim en compte que l'afinitat del

transportador de leucina per aminoacids com L-valina ó L

isoleucina pot ser més baixa que per la leucina, com de fet

ha estat descrit en eritrocits hurnans (Al-Saleh i Wheeler,

1982; Rosenberg, 1982), i que la concentració de leucina amb

la que s'ha realitzat· els estudis d'inhibició es 1000

vegades més baixa que la de l'aminoacid inhibidor (10 uM en

front a 10 mM) essent una concentració enormement allunyada
de la saturació. Dit en altres paraules, suposant que

aminoacids tipus L-valina o L-isoleucina siguin en realitat

transportats pel mateix sistema de transport que la L

leucina, no seria necessari que el seu transport es saturés

a 10 mM de concentració ni de bon troe, i per tant, el fet
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de no observar cap inhibició en les concentracions testades

no es pot considerar com una prova de que els sistemes de

transport de leucina per una banda i el de valina per

l'altra siguin diferents.

Tenint en compte, doncs, els resultats obtinguts i les

consideracions que hem fet de la seva interpretació, aixi

com les característiques descrites del sistema L, creiem que

no tenim motius per a suposar l'existencia d'un sistema de

transport diferent d'aquest i que per tant hem de pensar que

en eritrocits madurs de rata existeix un sistema de

transport no dependent de sodi que per les seves

característiques el podem assimilar al sistema L descrit en

eritrocits humans (Al-Saleh i Wheeler, 1982; Rosenberg,
1982) •

V.2.5. Transport de glutamina.

Les dades obtingudes mostren que els eritrocits madurs

de rata poden acumular L-glutamina respecte al medi,

arribant a una relació IN/OUT propera a 1.5 a les dues hores

d'incubació

dependent
IV. 2.13) •

i que aquesta capacitat acumulativa no es

de la presencia de sodi en el medi (grafica
No obstant aquesta certa capacitat acumulativa

l'analisi cinetic del transport de L-glutamina ens mostra

que el procés és linial sense cap indici de saturació, al

menys en el marge de concentracions mesurades (grafica
IV.2.14). La linialitat del transport en funció de la

concentració ens indica que ó bé la glutamina no és captada

mitjan�ant cap sistema de transport, es a dir que ho seria

simplement per un proces de difusió, ó bé que essent

transportada per un sistema de transport l'afinitat d'aquest
sistema per la glutamina és molt baixa mentre que la

capacitat d'aquest transport es molt alta, de forma que la
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linialitat només fóra aparent i a molt mes altes

concentracions es podria detectar una saturació (suposant
que aquestes altes concentracions no afectessin la cel.lula

per problemes d'osmolaritat).

La glutamina es un aminoacid neutre que es transportat

per diferents sistemes de transport segons el tipus
cel.lular estudiat i que, com succeix amb molts altres

aminoacids, en una mateixa cel.lula el seu transport total

pot ser la suma de diferents sistemes de transporte S'ha

descrit que en les cel.lules d'Ehrlich el transport de

glutamina és mitjancat pels sistemes L, A i ASC (Oxender i

Christensen, 1963; Koser i Christensen, 1971) i pels
sistemes L i ASC en cel.lules deIs illots pancreatics
(Prentki i Renold, 1983). S'ha descrit també un sistema molt

específic per aquest aminoacid, junt amb l'asparagina i la

histidina, dependent de sodi i anomenat sistema N únicament,

per ara, en hepatocits i en cel.lules d'hepatomes (Kilberg i

col., 1980; Kilberg, 1982; Fafournoux i col., 1983) i molt

recentment sembla que hi ha evidencies de l'existencia

d'aquest sistema N en cel.lules leucemiques de la serie P388

(Lazarus i Panasci, 1986). En eritrocits, pero, el transport
de L-glutamina ha estat molt poc estudiat, havent estat

descrit que en eritrocits de colom aquest aminoacid seria

transportat pel sistema ASC (Koser i Christensen, 1971).

Els resultats que hem obtingut ens fan pensar que,

malgrat no haver trobat saturació del transport de glutamina
en les concentracions testades, el transport de glutamina en

eritrocits madurs de rata seria mitjancat per un, o mes

d'un, sistema (es) de transport encara que amb una afinitat

molt baixa ja que es dificil imaginar un procés de difusió

simple, és a dir que depengui únicament del gradient de

concentració a dins i a fora de la cel.lula, que resulti en

una relació de concentracions dins/fora més gran de 1 i per
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tant que es realitzi contra gradiente Es molt dificil poder
arribar a dir quins podrien ser aquest(s) sistema(es) ja que

per una banda hem comprovat que la glutamina a altes

concentracions (10 mM) pot inhibir el transport dependent de

sodi d'alanina (taula IV.2.2), pero en canvi no observem que

el transport de glutamina sigui dependent de sodi, la qual
cosa sembla descartar el sistema ASC (encara que si el

component és molt petit comparat amb el transport total no

l'arribariem a detectar). També hi ha la possibilitat de que

es tracti del sistema L encara que no observem inhibició per

part de la glutamina del transport de leucina (taula IV.2.5)

(la qual cosa com ja hem comentat anteriorment, apartat

V.2.4, no demostra que no ho sigui).

Hem de fer notar que en hepatocits de rata s'observa

que el transport de L-glutamina en absencia de sodi (per
tant no es tracta del sistema N) té la capacitat d'acumular

aquest aminoacid respecte el medi, arribant als 20 minuts

d'incubació a una relació de concentracions dins/fora de 1.6

(Fafournoux i col, 1983) que és molt semblant a la que

trobem nosaltres (propera a 1.5). Es possible, doncs, que es

tracti del mateix tipus de fenomen. Una possible explicació
seria que el transport de glutamina pogués funcionar per

bescanvi amb aminoacids de dins la cel.lula, de forma que no

hi hauria un guany net d'aminoacids sinó simplement una

substitució. Dit d'una altra forma, la cel.lula pot
concentrar un aminoacid a costa de la perdua d'un altre.

Aquesta capacitat de bescanvi és típica del sistema L tal i

com s'ha descrit en tots els tipus cel.lulars on s'ha

estudiat (per revisió vegeu per exemple Guidotti i col.,

1978; Kilberg, 1982; Vadgama i Christensen, 1985;

Christensen, 1985) amb la curiosa excepció deIs reticulocits

de conill (Winter i Christensen, 1965) i deIs eritrocits de

colom (Wheeler i Christensen, 1967a).
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V.2.6. Transport de prolina.

EIs estudis

de rata

de captació de prolina per

(grafica IV.2.15) mostren

eritrocits

la granmadurs

permeabilitat de la membrana eritrocitaria per aquest

iminoacid, i també la capacitat d'acúmul a temps molt mes

curts que els que veiem pels altres aminoacids estudiats, la

qual cosa encara és més sorprenent si pensem en la manca

total de dependencia al sodi que presenta la captació de

prolina. EIs estudis de la cinetica del transport de prolina

(grafica IV.2.16) ens mostren que aquesta cinetica es

perfectament linial en el marge de concentracions estudiats,

quedant ben patent la gran permeabilitat abans esmentada

en considerar que la capacitat de la captació de prolina és

del mateix ordre que la de la leucina (compareu les dades de

les grafiques IV.2.11 i IV.2.16), -sense haver obtingut,
pero, indicis de que aquesta captació de la prolina sigui
mitjancada per algun sistema de transport en ser una

cinetica no saturable- i unes 10 vegades més alta que la de

la glutamina (grafica IV.2.14), 50 vegades més gran que la

del transport total d'alanina (grafica IV.2.4) i unes 100

vegades més alta que el transport total de glicina (grafica
IV. 2. 7) •

La prolina es un.iminoacid del que es coneix ben poc

les rutes de transport en diferents cel.lules. Apart de les

membranes del "brush border" intestinal on s'ha descrit un

sistema de transport dependent de sodi per iminoacids (vegeu
apartat I.1.1.1) (Stevens i col., 1984; Munck, 1985a,b) es

creu que la prolina és transportada pel sistema ASC.almenys
en cel.lules hepatiques, conclusió a la que s'ha arribat amb

estudis d'inhibicions més que no pas estudiant directament

la cinetica del transport d'aquest iminoacid (Christensen i

col., 1967; Kilberg i col., 1981; Christensen, 1984).

Nosaltres haviem vist que la L-prolina inhibia
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significativament el transport dependent de sodi de

l'alanina (vegeu taula IV.2.2), la qual cosa podria estar

d'acord amb un transport de prolina mitjancat pel sistema

ASC. El transport que observem de prolina, pero, no és

dependent de sodi, fet que descarta que la prolina sigui

trnsportada per aquest sistema, almenys de forma detectable.

Creiem, doncs, que ens trobem en un cas molt similar, sinó

el mateix, al del transport de glutamina, i en gran part

podem fer extensiu el que comentavem en l'apartat anterior

al cas present de la prolina, ja que en ambdós casos tenim

transports no dependents de sodi amb cinetiques no

saturables pero amb capacitats acumulatives d'aquests
aminoacids (iminoacid el cas de la prolina) respecte la seva

concentració en el medio Que la prolina pugui ser trans

estimulada, es a dir que pugui bescanviar-se amb algun altre

aminoacid podria ésser una explicació deIs resultats

obtinguts, pero no hem trobat cap referencia que ens permeti
justificar-ho.

V.2.7. Transport de lisina.

EIs estudis de captació de L-lisina per eritrocits de

rata ens mostren que la concentració d'aquest aminoacid dins

la cel.lula s 'equilibra a les dues hores d'incubació

assolint una relació de concentracions dins i fora la

cel.lula de 1 (gráfica IV.2.l7). A més a mes, observem que

la captació de L-lisina no depen de la presencia de sodi en

el medio La captació, axímateix, mostra ser linial amb el

temps en els primers 2 minuts d'incubació. L'estudi de la

velocitat de transport en funció de la concentració de L

lisina grafica IV.2.l8) ens mostra una cinetica linial,

sense indicis de saturació en el marge de concentrac�ons

testades, que malgrat que en la grafica estigui representat

nomes fins a 2 mM, varem comprovar que la linialitat existia

fins a 40 mM. El motiu de representar en la grafica les
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concentracions baixes ha estat el fet de que s'ha descrit en

eritrocits humans un sistema de transport per aminoacids

basics no dependent de sodi, el sistema Ly+, que presenta
una Km per la L-lisina del voltant de 80 uM (Young i col.,

1980), tractant-se per tant d'un sistema d'alta afinitat.

Aquest component d'alta afinitat va acompanyat d'un

component linial d'alta capacitat amb una Kd aparent

d'aproximadament 0.07 min-1 Si en eritrocits de rata

existís un sistema de tansport del tipus Ly+ hauria de

manifestar-se precisament a baixes concentracions. La total

linialitat obtinguda ens fa pensar que l'eritrocit de rata

no presenta el sistema LY+. Continuant la comparació amb les

dades d'eritrocits humans, els nostres resulats indiquen

que, com en tots els altres aminoacids testats, la

permeabilitat als aminoacids de la membrana deIs eritrocits

de rata es mes alta que la deIs eritrocits human s , com

�

mostra el fet de que la Kd que nosaltres hem obtingut es

d'unes 2-3 vegades més alta que la descrita per eritrocits

humans (Young i col., 1980).

V.2.8. Transport de glutamat.

La captació de L-glutamat per eritrocits de rata es

realment molt baixa, fins el punt de que al cap de dues

hores la relació de concentració dins i fora de la cel.lula

tot just supera el 0.1 (grafica IV.2.19). Per altra banda,

sembla ser un procés no dependent de sodio L'estudi del

transport del L-glutamat en funció de la concentració ens

mostra una cinetica linial, en el marge de concentracions

testades, sense cap indici de saturació (grafica IV.2.20), i

amb una constant de difusió, Kd, forca baixa si la comparem

amb la d'altres aminoacids que presenten també cinetiques
linials com prolina i lisina, pero del mateix ordre, ó fins

i tot més alta, que les obtingudes pels components linials

del transport de glicina i d'alanina.
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El glutamat es un aminoacid acid que ha estat

repetidament catalogat com a impermeable a la membrana deIs

eritrocits. En aquest sentit destaquen les dades obtingudes
en eritrocits humans i de be (Winter i Christensen, 1964;

Young i col., 1980 entre altres) on la captació d'aquest
aminoacid és practicament indetectable, fet que ha comportat
no poca polemica donada l'alta concentració d'aquest
aminoacid en eritrocits trobada "in vivo". Les nostres dades

estan clarament en aquest sentit de la baixa permeabilitat
per aquest aminoacid de la membrana deIs eritrocits de rata

pero, al igual que succeia amb els altres aminoacids

estudiats, creiem que aquesta impermeabilitat es menys

acusada que en els eritrocits d'altres especies. Dins

d'aquest context d'una baixa i lenta captació de glutamat

per eritrocits sobresurt la troballa d'un sistema de

transport específic per aminoacids acids, glutamat i

aspartat, en eritrocits de gos, d'altíssima afinitat com

indica una Km de l'ordre de 11 uM pel glutamat i amb

dependencia de sodi (Inaba i Maede, 1984), sistema, per

altra banda, molt frequent en altres tipus cel.lulars

designat com a sistema XAG (vegeu per a revisió Christensen,

1984), i del que no s'han trobat indicis de la seva

presencia en els eritrocits de cap altra especie.
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V.3. PART 3: TRANSPORT D'AMINOACIDS EN RETICULOCITS "IN

VITRO" •

En aquesta part hem intentat establir quines són les

característiques del transport de certs aminoacids en

reticulocits a la llum deIs coneixements que hi ha en

reticulocits d'altres especies, segons els quals aquestes
cel.lules tenen mes capacitat per a transportar alguns
aminoacids que els eritrocits. Hem posat a punt una tecnica,
basant-nos en la bibliografia, per a obtenir rates amb alts

nivells de reticulocits circulants i hem mesurat el

transport, en suspensions cel.lulars riques en reticulocits,
de L-alanina, glicina, L-Ieucina, L-glutamina i L-glutamat.

V.3.1. Obtenció de reticulocits.

El metode d'obtenció de reticulocits que hem emprat es

basa en produir una rapida baixada deIs eritrocits

circulants amb la qual cosa s'obliga a l'animal a alliberar

a la circulació de forma brusca altes quantitats de

reticulocits. Existeixen de fet dos metodes, principalment,

per aconseguir alts nivells de reticulocits circulants. El

primer es l'administració de fenilhidracina en un parell de

dosis, la qual cosa és suficient per a destruir una gran

quantitat d'eritrocits, i per tant provocar un gran

alliberament de reticulocits a la circulació en els 2-3 dies

posteriors
Christensen,

(Winter

1967;

i Christensen, 1965; Wheeler i

1969; Wise,Antonioli i Chrsitensen,

1975) • L'altre metode es una extracció continuada de

suficient quantitat de sang, amb la conseguent perdua
d'eritrocits, provocant així la sortida de reticulocits a la

circulació (Yunis i Arimura 1965; Benderoff i col., 1978;

Tucker i Yoyng 1980, 1982; Fincham i col., 1984). El metode

de la fenilhidracina ha caigut en desús precisament pels
seus efectes toxics a nivell de les membranes poc
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recomanable en estudis de transport (Tucker i Young, 1982).

Nosaltres hem emprat el segon metode: extracció de 3 mI de

sang durant 3 dies amb la qual cosa s'aconsegueix un pic de

reticulocits del 40% el quart dia després de l'última

extracció de sang (grafica IV.3.1). Desconeixem, pero els

motius d'obtenir un pic molt mes petit i abans quan

l'extracció de sang es perllonga durant 4 die s (grafica
IV. 3.1) •

S'ha descrit que els reticulocits alliberats d'una

forma repentina i en grans quantitats, són més grans, tenen

un mes gran contingut en hemoglobina i una vida més curta

que els antecessors normals deIs eritrocits circulants, i

fins i tot se'ls amonena "pseudoreticulocits" (Antonioli i

Christensen, 1969). Nosaltres, en mesurar una serie de

parametres hematics de sang rica en reticulocits, hem

observat que si que existeix una tendencia a ser cel.lules

mes voluminoses, pero el contingut d'hemoglobina per

cel.lula és similar (taula IV.4.1). Sigui com sigui, aquesta
és una forma d'obtenir reticulocits molt emprada i el fet de

tenir, potser, uns reticulocits no del tot "normals" no la

invalida.

V.3.2. Transport d'alanina.

Hem comprovat que el proces de rentat i posterior
incubació de la suspensió cel.lular rica en reticulocits,

que anomenarem simplement reticulocits sense voler dir aixo

que es tracta d'una suspensió pura, no altera el contingut

energetic de les cel.lules mesurada pels nivells d'ATP

intracel.lular (grafica IV.3.2). Aquesta dada, junt al que

haviem comentat en l'apartat V.2.1 per eritrocits, ens

permet suposar que no hi ha alteracions greus deIs

reticulocits que puguin afectar les seves característiques
metaboliques normals.
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EIs primers treballs de transport d'aminoacids en

reticulocits de conill (Winter i Christensen, 1965; Wheeler

i Cristensen, 1967b) demostraren que aquestes cel.lules

tenien la capacitat d'acumular alanina respecte el medi, i

que aquesta acumulació era dependent de sodio Aixo és el que

nosaltres trobem en reticulocits de rata (grafica IV.3.3).

L'analisi cinetica més detallada ens mostra que el transport
total d'alanina es pot descomposar en un component linial no

dependent de sodi i un component saturable dependent de sodi

(grafica IV.3.4) al igual que el descrit en reticulocits

humans (Young i col., 1983) demostrant, aquests autors, que

el sistema de transport d'alanina era el sistema ASC descrit.

en altres tipus cel.lulars (Christensen i col., 1967;

Kilberg i col., 1981). Aquest sistema de transport té la

característica de no acceptar grups metil, i per tant el

transport d'alanina, si és transportada per aquest sistema,

no ha d'ésser inhibit per el Me-AIB. Aixo és el que trobem

nosaltres en reticulocits de rata (taula IV.3.1). Aquesta
dada ens permet a més a més confirmar l'absencia del sistema

A en les cel.lules sanguínies (també ho hem comprovat en

eritrocits: vegeu apartat V.2.2) aquest cop de rata, tal i

com s'havia vist en eritrocits i reticulocits humans (AI

Saleh i Wheeler, 1982; Young i col., 1983). La suposició de

que es tracta del sistema ASC queda recolzada per la

inhibició que observem del transport d'alanina per L-serina.

També observem inhibició del transport d'alanina per glicina
i per L-glutamina. Encara que una inhibició no sigui una

prova total, aquestes inhibicions les podem interpretar com

que tant un aminoacid com l'altre, a una concentració

suficientment alta, tambe serien transportats pel sistema

'ASC.

V.3.3. Transport de glicina.

En els reticulocits de totes les especies estudiades
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s'ha comprovat que la glicina és transportada pel sistema

Gly. Aquestes especies inclouen el conill, el be, el cobaia,

(Winter i Christensen, 1965; Benderoff i col., 1978; Fincham

i col., 1984). Aquest sistema es caracteritza per

l'especificitat que té per glicina i sarcosina i per la

dependencia de sodi i de Cl-. Les nostres dades mostren que

els reticulocits de rata tenen la capacitat d'acumular

glicina respecte al medi (grafica IV.3.6), que aquesta

capacitat és dependnet de sodi, i que el transport total de

glicina és la suma d'un component linial independent de sodi

i un component saturable dependent de sodi (grafica IV.3.7).

Els resultats d'inhibicions mostren clarament la inhibició

del transport de glicina dependent de sodi per sarcosina i

la manca d'inhibició produida per L-alanina i Me-AIB (taula

IV. 3.2) •

el Cl-

glicina
IV. 3.3)

A més a més, hem comprovat que quan es substitueix

en el medi per ió acetat ó formiat el transport de

dependent de sodi s'inhibeix considerablement (taula

la qual cosa indica una dependencia de Cl- del

transport de glicina.

Tots aquests resultats ens permenten concloure que en

reticulocits de rata hi és present el sistema Gly.

V.3.4. Transport de glutamina.

L'ünica referencia que tenim del transport de glutamina
en reticulocits indica que aquest aminoacid seria

transportat pel sistema ASC (Thomas i Chrstensen, 1971 en

reticulocits de conill).

Les nostres dades indiquen que els reticulocits de rata

tenen la capacitat d'acumular glutamina sobretot en

presencia de sodi, pero també de forma clara en la seva

absencia (grafica IV.3.9). Per altra banda, el transport

total de glutamina es la suma dun component linial

26.0



independent de sodi i un component saturable dependent de

sodi (grafica IV.3.10). A més a més, hem comprovat que el

transport de glutamina és inhibit per L-alanina i no pel Me

AIB (taula IV.3.3). Fins ací, aquestes dades indicarien que

la glutamina seria transportada pel sistema ASC d'acord amb

Thomas i Christensen (1971) en reticulocits de conill.

S'ha demostrat que en fetge existeix un sistema de

transport dependent de sodi que presenta especificitat per

glutamina, asparagina i histidina (Kilberg i col., 1980;

Fafournoux i col., 1983).

La descripció d'un sistema nou és una tasca complexa

que requereix mol tes proves. El sistema N nomes ha estat

descrit en cel.lules hepatiques, com acabem de comentar i en

cel.lules HTC d'hepatomes (Handlogten i col., 1981) i molt

recentment en cel.lules leucemiques de ratolí (Lazarus i

Panasci, 1986). Com podem veure, totes aquestes

descripcions, i amb mes rao la primera, són posteriors a la

referencia de reticulocits.

Les dades que hem obtingut mostren que la histidina

inhibe ix de forma clara el transport dependent de sodi,

encara que en menor grau que L-alanina. Una de les

diferencies mes emprades en la distinció del sistema N

d'altres sistemes dependents de sodi que poden transportar

glutamina és la resposta del transport en front a canvis de

pH. S'ha descrit que tant el sistema A com el sistema N són

molt sensibles a pH per sota de 7 i responen ambdós

inhibint-se considerablement (Kilberg i col., 1980, Lazarus

i Panasci, 1986). Aquesta resposta és diferent a la del

sistema ASC el qual és bastant insensible als canvis de pH

(Christensen i col., 1967; Kilberg i col., 1981), encara que

té respostes més aviat variables. En cel.lules com les

hepatiques en les que hi ha els 3 sistemes es dificil
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arribar a separar-los d'una forma clara per comportament en

front el pH. EIs reticulocits tenen l'avantatge important de

que no tenen el sistema A (vegeu apartat V.3.2) i per tant

pot ser possible discernir entre el sistema ASC i el N

jugant amb el pH de la incubació. Aixo és el que hem fet,

mesurant el transport de L-alanina, com a aminoacid

transportat pel sistema ASC, i el transport de glutamina,

que si es transportat pel mateix sistema ASC haura de

presentar el mateix comportament que l'alanina en front a

canvis de pH. EIs resultats obtinguts mostren que el

transport de glutamina és molt més sensible a la disminució

de pH (gráfica IV.3.12), inhibint-se a pH 6.5 en un 80%

mentre que l'alanina només s'inhibeix un 50%. També és prou

diferent la resposta obtinguda en augmentar el pH,
estimulant-se el transport d'alanina i no variant el de

glutamina respecte al transport a pH 7.4.

Aquests resultats ens indiquen, encara que no

demostren, que els reticulocits de rata podrien tenir el

sistema N. La qual cosa, representa la primera descripció
del sistema N en cel.lules sanguínies.

V.3.5. Transport de leucina.

El transport de leucina classicament es realitza pel
sistema L i aquest sembla ser el cas també pels reticulocits

de conill i de be (Winter i Christensen 1965¡ Wheeler i

Christensen, 1967b¡ Benderoff i col., 1978).

Les nostres dades mostren que els reticulocits de rata

no tenen la capacitat d'acumular leucina ja sigui en

presencia ó en absencia de sodio El transport de leucina no

presenta dependencia de sodi i es saturable. EIs valors

obtinguts de Vmax. i de Km són similars als descrits en la

bibliografia (Hheeler i Christensen, 1967b¡ Benderoff i
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col., 1978). Per tant concluim que en reticulocits de rata

hi és present el sistema L.

V.3.6. Captació de glutamat.

No tenim referencies d'estudis del transport
nostres dadesd'aminoacids anionics en reticulocits. Les

indiquen que la membrana del reticulocit es molt impermeable
al glutamat, com demostra el fet que en 120 minuts

d'incubació no s'equilibri i que la maxima relació de

concentracions dins i fora la cel.lula sigui tot just de 0.2

en 120 minuts d'incubació.

V.3.7. El tranport d'aminoacids en funció de la maduració de

reticulocit a eritrocito

Hem anat comentant al llarg d'aquesta memoria que el

reticulocit, en madurar a eritrocit, perd, perdua que pot
ser total o parcial segons l'especie, alguns sistemes de

transport o certes característiques del transport d'alguns
aminoacids. Aquestes perdues sempre fan referencia als

�

transports que son dependents de sodi, mentre que els

independents de sodi solen romandre igual en la maduració

(Winter i Christensen, 1965; Wheeler i Christensen, 1967b;

Christensen i Antonioli, 1969; Antonioli i Christensen,

1969; Wise, 1975; Young i col., 1983; Fincham i col., 1984).

Les dades que hem obtingut estan en aquest sentit: La

maduració de reticulocit a eritrócit comporta una disminució

de la Vmax del transport d'alanina i un augment de la Km, no

obstant aixo, la perdua del sistema ASC no és total, havent

se trobat també en eritrocits madurs. El mateix trobem pel

que respecte al transport de glicina i a la presencia del

sistema Gly, el qual roman, encara que amb menor capacitat
en eritrocits madurs.
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Trobem per altra banda que el transport de leucina no

pateix gaires canvis en el procés de la maduració. Aquestes
dades ens permeten concloure que la rata és més semblant als

humans que al conill ó al cobaia i i molt menys al be.

El transport de glutamina, pero, sí que es perd
totalment en la maduració del reticulocit de forma que

passem d'una cel.lula que presenta un sistema de transport
molt afí per la glutarnina (possiblement el sistema N) a una

cel.lula, l'eritrocit, on el transport de glutamina no es

saturable, indicant, pero no demostrant, aquest fet que no

seria transportada per cap sistema de transporto

Es precisament aquesta gran variació en el transport de

glutamina en l'eritrócit respecte al reticulocit la que ens

ha permés considerar que la contaminació per reticulocits

que hi hagués en les suspensions del que nosaltres hem

anomenat eritrocits madurs no tenien cap efecte en la mesura

del transporto Es a dir que ens permet concloure que els

baixos transports dependents de sodi que hem trobat en

eritrocits no eren deguts a la presencia d'un petit nombre

(aproximadament un 2%, vegeu taula IV.l.l) de reticulocits

arnb uns transports dependents de sodi molt alts.

Ja hem comentat en la introducció d'aquesta memoria

(vegeu apartat I.3) que els motius d'aquesta perdua, total ó

parcial, de sistemes de transport ó capacitats de transport,

lligades a la dependencia al sodi no estaven clars. No s'ha

pogut trobar cap conexió entre activitats metaboliques
diferencials entre un tipus de cel.lula i l'altre que els

puguin explicar: perdua de la capacitat respiratoria, perdua
de la capacitat de síntesi de proteines, amb nivells d'ATP

intracel.lulars que són més baixos en eritrocits que en

reticulocits (compareu les grafiques IV.2.2 i IV.3.2). Una

possible explicació, no demostrada, fora que aquesta perdua
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estigués associada a la capacitat de síntesi de proteines
pero d'una forma indirecta, i dependria de la vida mitjana
dels transportadors. Podria ésser que aquesta vida mitjana
fos més alta pels sistemes independents de sodi que pels

dependents de sodi, de forma que aquests darrers

desapareixerien primer. Aixo podria ser també una explicació
al· fet de trobar que la maduració a eritrocit comporta

l'aparició d'un segon component, no caracteritzat, en el

transport d'alanina i de glicina, el qual es podria

interpretar com un estat degradatiu diferent del mateix

sistema, amb diferent afinitat per l'aminoacid.
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, ...

V.4. PART 4: CONTRIBUCIO DELS "RETICULOCITS" AL TRANSPORT

"IN VIVO D'AMINOACIDS ENTRE ELS ORGANS.

V.4.1. Estat deIs animals.

Hem comentat en l'apartat V.3.I el metode d'obtenció

d'alts nivells de reticulocits circulants que consisteix en

una extracció important de sang i la posterior recuperació,
parcial pero. EIs parametres hematics que hem mesurat (taula

IV.4.1) ens indiquen que els animals, quan presenten el

maxim de reticulocits circulants, no han recuperat del tot

l'hematocrit. Sembla que aquesta és la principal diferencia

respecte a les rates normals, apart de les directament

relacionades amb els alts nivells de reticulocis circulants

i el baix hematocrit. Tant pel que fa a pH, p02 i pC02 com

els fluxos sanguinis no observem que siguin diferents i

tant aquests parametres no semblen estar afectats

l'hematocrit baix ni pels nivells mes elevats

per

per

de

reticulocits en la circulació. No tenim referencies de que

s'hagin realitzat mesures d'aquest tipus en rates, ó altres

animals, en condicions de reticulocits circulants elevats, ó

en situacions que impliquin una disminució de l'hematócrit,

que no deixa de ser una situació d'anemia.

V.4.2. Compartimentació sanguinia d'aminoacids i relació de

concentracions cel.lules/plasma.

La concentració d'aminoacids en la sang arterial en la

situació d'alts nivells de reticulocits circulants es

bastant similar a una situació normal (compareu les taules

IV.4.4 i IV.I.4). Potser les diferencies més importants son

per una banda la concentració més alta d'aspartat i de

glicina i per l'altra, una disminució de la concentració

deIs aminoacids ramificats. De fet tots els aminoacids

essencials disminueixen d'una forma més ó menys clara amb
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l'excepció de la treonina, metionina i triptofan. Obviament,
ens es impossible coneixer els motius de les diferencies que

acabem de comentar i tampoc tenim bibliografia que ens pugui
orientar. S'ha de tenir en compte que el metode d'obtenció

de reticulocits és molt traumatic i és possible que aixo

tingui efectes a molts nivells, com per exemple una

disminució en la ingesta d'aliment que produexi aquesta
disminució d'aminoacids essencials (encara que no tots).

També pot ser que el que hi hagi una activa reticulocitosis

impliqui unes necessitats més grans d'aminoacids per a la

síntesi de proteines.

Estudiant la compartimentació sanguínia d'aminoacids

queda patent que els canvis que acabem de comentar de

concentració en sang total corresponen a canvis de la

fracció corpuscular de la sang mentre que la plasmatica
varia relativament poc, i aixo és valid tant en els casos

d'imcrement de concentració com en els de disminució. Un

valor de l'hematocrit mes baix jugaria a favor d'una

disminució de la concentració en la fracció corpuscualr de

la sang, sempre hi quant no variés la concentració dins de

les cel.lules. Aixo es veu millor fent la relació de

concentracions (corregides pel contingut d'aigua) en les

cel.lules i el plasma (taula IV.4.5) observant-se que son

en realitat canvis en la concentració en les cel.lules els

resposables pricipals de les variacions en la concentració

sanguínia d'aminoacids. Es interessant que els canvis que

observem d'aquesta relació de concentracions E/P estiguin

relacionats, no podem dir que hi hagi una relació causa

efecte, amb el transport d'aminoacids que hem mesurat "in

vitro". Recordant els valor s que hem obtingut veiem que en

reticulocits l'alanina, la glutamina i la glicina

presentaven un transport mes alt (increment de Vmax i

disminució de la Km) que en eritrocits. Si mirem la relació

E/P obtinguda "in vivo" veiem que per aquests 3 aminoacids
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esta incrementada. Pel cas de la leucina haviem vist, encara

que en el seu moment no li haviem donat massa importancia,
que la ralaci6 "in vitro" en funci6 del temps era m�s baixa

en reticulocits que en eritrocits així com la Vmax de

transporto "In vivo" observem que la relaci6 E/P per la

leucina es tamb� mes baixa en eritrocits que en

reticulocits. Sembla, doncs, que la concentraci6 relativa

d'aminoacids en eritrocits (6 reticulocits) t� alguna
relaci6 amb el transport determinat "in vitro", pero no per

tots els aminoacids sobretot els aminoacids acids.

V.4.3. Balanc intestinal d'aminoacids.

Les rates amb alts nivells de reticulocits circulants

tenen un balanc d'aminoacids intestinal no massa

representatiu d'una situaci6 absortiva. Hi ha poc

alliberament d'aminoacids a la circulaci6 (grafica IV.4.1).

El que m�s destaca �s la manca de captaci6 que observem de

glutamina i la quantitativament gran sortida d'alanina i

glicina. Tenint en compte la importancia de la glutamina com

a substrat enenergetic per l'intestí (Windmueller i Spaeth,

1974, 1980) descrit tant en condicions d'alimentaci6 com de

dejuni, la manca de captaci6 en el nostre cas el podem

interpretar com que en les nostres condicions la glutamina
no �s un substrat tant important, potser per que n'hi hagi
una altre m�s disponible com cossos cet6nics per exemple, o

b� que la glutamina provinent de la dieta �s una quantitat
suficient per l'intestí, com sembla que seria el cas de

dietes hiperproteiques i/6 concentrades en el temps

(Yamamoto i col., 1974; R�m�sy i col, 1978). No hem mesurat

la quantitat de menjar que ingereixen les rates en aquesta

situaci6, ni el ritme de la ingesta. Es doncs possible que

no es trobin en una situaci6 absortiva, o siguin animals

que, degut a l'extracci6 d'una quantitat considerable de

sang -uns 9 mI en 3 dies- es trobin en una especie de
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situació de malnutrició.

Pel que respecte a la contribució que fan les cel.lules

sangínies, que anomenarem simplement reticulocits, al

balanc intestinal d'aminoacids, poques conclusions es poden
treure degut a que per la majoria d'aminoacids el flux es

molt petit, pero resalta el fet que l'intestí capti
aminoacids de la fracció plasmática de la sang i n'alliberi

a la fracció corpuscular. Sembla, doncs, que a diferencia

del que veiem en rates normals, l'intestí de les rates amb

alts nivells de reticulocits circulants distingeixen entre

ambdues fraccions sanguínies. Es a dir que en aquest cas el

paper de les cel.lules seria en termes generals contrari al

del plasma, pero amb uns papers invertits segons les dades

d'Elwyn en gos (Elwyn i col., 1968).

V.4.4. Balanc hepatic d'aminoacids.

El fetge de rates amb alts nivells de reticulocits

circulants presenta una clara captació d'aminoacids,
destacant enormenment la de glutamina i d'alanina, els quals
son captats unes 5-10 vegades més que els altres aminoacids.

La captació d'alanina per part del fetge es una dada prou

descrita tant en rata (Yamamoto i col., 1974; Rémésy i col.,

1978; Brosnan i col., 1983), en humans (Felig i col., 1973

entre d'altres), en gos (Elwyn i col., 1968) i en be

(Heitmann i Bergman, 1980). Es probable que tanta alanina

captada tingui un significat gluconeogenetic, i aixo pot ser

una consequencia de que els nostres animals es trobin en una

situació de manca de nutrients. La gran captació de

glutamina contrasta fortament amb el que trobavem en rates

normals. Aquestes darreres produien glutamina. La glutamina
captada pot contribuir a la síntesi d'urea. Si fos així,

aquesta síntesi hauria d'estar molt incrementada ja que

l'alanina és també una font, generalment la principal, de
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la urea (McDonald i col., 1976; Phromphetcharat i col.,

1981 entre d'altres). Només alanina i glutamina sumen uns

5000 nmols/min que capta el fetge.

Pel que respecte al paper deIs reticulocits en el

balanc hepatic d'aminoacids podem dir que el fetge capta
aminoacids de les dues fraccions sanguinies indistintament,

per a la majoria d'aminoacids. Pels casos mes importants
quantitativament com eren la glutamina i l'alanina la

captació es realitza únicament de la fracció corpuscular de

la sango Aquests resultats contrasten emb els que haviem

obtingut de rates normals, en les que veiem una clara

tendencia del fetge a captar aminoácids de la fracció

plasmática de la sang i a alliberar aminoacids en la fracció

corpuscular sanguinia.

V.4.5.Balanc esplancnic d'aminoacids.

Donat que l'intesti apenes allibera aminoacids a la

circulació (grafica IV.4.1) i el fetge presenta una captació
de bastants aminoacids (gráfica IV.4.3) el llit esplancnic
es troba en un balanc positiu, entés com a tendencia

(grafica IV.4.5). Per tant els teixits extrahepatics han

d'alliberar aminoacids a la circulació sobretot de glutamina
i d'alanina. Aquests resultats ens porten a la possibilitat
de que les condicions deIs animals no siguin normals i es

trobin en una situació de manca de nutrients (Felig i col.,

1973; Aikawa i col., 1973; Rémésy i Demigné, 1983 entre

d'altres).

En aquest balanc esplancnic els reticulocits no semblen

que tinguin un paper especial considerant de forma general
els aminoacids (grafica IV.4.6) contrastant altra vegada amb

els resultats de rates normals (gráfica IV.1.6) on clarament

es veia un distinció de funció entre la fracció corpuscular

270



i la plasmatica.
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V.S. CONSIDERACIONS GLOBALS. INTEGRACIÓ DELS RESULTATS.

En analitzar de forma global tots els resultats

d'aquesta memoria el primer que s'ha de constatar es que

els eritrocits s'han de tenir en compte a l'hora de mesurar

el transport d'aminoacids entre els diferents organs de la

rata, sobretot pel que respecte als teixits esplancnics en

les nostres condicions. EIs nostres resultats, pero, no

indiquen una funció concreta i determinada pel transport
d'aminoacids via els eritrocits, com per exemple la que

proposava Elwyn en el gos, segons la qual els eritrocits

serien els encarregats de transportar els aminoacids del

fetge als teixits periferics. Amb el nostre disseny

experimental, per altra banda, és dificil arribar a alguna
conclusió d'aquest tipus perque només estem estudiant una

situació concreta i no sabem com es comportarien els

eritrocits si el flux general fos un altre.

La impressió que tenim en analitzar els resultats es

que cada teixit estudiat sembla que es comporta de forma

diferente Alguns teixits no distingeixen entre aminoacids

del plasma o deIs eritrocits a l'hora de captar-ne o

alliberar-ne, mentre que d'altres nomes capten de, o

alliberen a, una fracció sanguínia. Aquests comportaments
deIs teixits, i aixo creiem que es important, semblen

absolutament independents deIs aminoacids individuals. Amb

aixo volem dir que si intentem analitzar les dades de la

participació deIs eritrocits en el transport entre els

organs d'aminoacids, des d'un punt de vista d'intentar

establir grups d'aminoacids més ó menys transportats per

aquesta via, la conclusió que s'extreu es que tots els

aminoacids semblen poder ser transportats per aquesta via en

un ó altre teixit. Sempre que analitzem les dades des d'un

punt de vista deIs aminoacids individuals anem a parar a una

discussió deIs teixits. Creiem que aixo té importancia
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perque el tema de la possible participació deIs eritrocits

en el transport d'aminoacids "in vivo", ha tingut sempre una

de les seves mes grans dificultats en la "contradicció"

entre la capacitat de transportar aminoacids que presenten
"in vitro" els eritrocits i un paper actiu "in vivo".

S'acostuma a plantejar el problema des del punt de vista de

l'aminoacid i de l'eritrocit. Les nostres dades van mes

orientades cap a considerar que, com algun comentari s'ha

fet a la bibliografia, potser "in vivo" les caracteristiques
del transport siguin diferents, ja sigui perque estiguin
implicats altres mecanismes ó essent basicament els mateixos

estiguin
conscients

filosofic

simplement
gratuites, com intentem establir en aquest apartat).

estimulats o regulats d'alguna forma. Som

de que estem entrant en un terreny quasi
i que no aportem cap demostració de res, sinó

impressions (que no creiem, pero, que siguin

Continuant amb l'analisi global podem veure que

l'estudi de les concentracions intraeritrocitaries

d'aminoacids respecte
estan relacionades

a les plasmatiques (la relació E/P)

amb les capacitats de transport
d'aminoacids que hem vist que tenen els eritrocits. El que

podem observar, des d'un punt de vista general, es que

aquells aminoacids que "in vitro" s 'equilibren mes

rapidament són els que presenten la relació E/P més propera

a 1. I que aquells aminoacids que són lents d'equilibrar-se
"in vitro" son els que assoleixen una ralació E/P

#

mes

elevada, es a dir que són els més concentrats respecte a la

concentració en el plasma. Per tant, doncs, sembla que

aquests sistemes de transport descrits "in vitro" tenen

alguna funció "in vivo". A aquesta idea arriba també el grup

de Young en observar concentracions d'aminoacids

eritrocitaris alterades en eritrocits de be i cavall als que

els mancava un sistema de transport determinat.
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D'entrada es pot entendre bé el que si un aminoacid es

pot equilibrar rapidament, la concentració dins l'eritrocit

tendeixi a assemblar-se a la del medi que l'envolta, el

plasma, i assolir per tant una relació E/P de 1 ó al voltant

de 1. En el cas de que es tracti d'un aminoacid d'equilibri
molt més lent, pero que "in vitro" l'eritrocit pot acumular

lo, encara que sigui després de 30 minuts, ó 1 ó 2 hores

d'haver comencat la incubació, també es pot explicar que la

relació E/P sigui més gran de 1, que vol dir que esta mes

concentrat a dins l'eritrócit que en el plasma.

Si en comptes d'observar la ralació E/P, que es una

relació estatica, comparem les característiques del

transport "in vitro" amb la capacitat d'omplir-se ó buidar

se dels diferents aminoacids que tenen els eritrocits en

passar pel llit vascular d'un teixit, aleshores la relació

desapareix. Es a dir que aminoacids que "in vitro" tenen un

transport molt lent, veiem que "in vivo" els eritrocits el

capten ó l'alliberen en questió de segons. S'ha suggerit per

Elwyn i col.laboradors que aquesta contradicció es pot

explicar si existís un contacte directe de les membranes del

eritrócit amb les membranes de les cel.lules tissulars.

Sigui com sigui, el fet es que proposen que els sistemes

descrits "in vitro" no són els implicats en el transport "in

vivo", conclusió a la que també arribem nosaltres.

Nosaltres proposem que son els teixits, mitjancant
mecanismes que ara per ara desconeixem, els que regulen o

manen la funció dels eritrocits en el transport "in vivo",

Els mecanismes responsables han d'alterar la permeabilitat
de la membrana de l'eritrocit, ja sigui l'esmentat contacte

de les dues membranes, ja sigui la presencia d'algun factor

específic i concret en el teixit. El fet de que els

eritrocits i el plasma puguin tenir papers diferents

comporta que el teixit ha de tenir unes capacitats
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especialitzades zonals inedites fins ara i realment molt

dificil de comprovar experimentalment. L'únic que podem dir

es que ens trobem davant d'uns resultats - no nomes els

d'aquesta memoria, evidentment- als que els nostres

L'alta complexitat

donen una explicació satisfactoria.

tecnologica que implica l'estudi

coneixements no

d'aquestes consideracions no pot esser una excusa per a

ignorar-les. Ja són massa les evidencies que indiquen, sota

els mes variats aspectes, l'existencia d'una via de

transport eritrocitaria entre els organs, i des de la

primera descripció del fet ben poc s'ha avencat en la seva

comprensió. Esperem que aixo canvii.
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VI. CONCLUSIONS



1- EIs eritrocits. tenen un important paper en el flux

interorgans d'aminoacids en la rata. Aquest paper sembla

ser, sobretot pels teixits del llit esplancnic,
independent al del plasma. No hi ha, pero, un model de

comportament igual per a tots els aminoacids. Les

diferencies obtingudes en els diferents teixits semblen

indicar un control especific i concret del transport
d'aminoacids via els eritrocits per a cada organ.

2- La maduració de reticulocit a eritrocit implica una

disminució en la Vmax i un augment de la Km del transport

d'aqtiells aminoacids que són transportats per sistemes

dependents de sodi, pero no implica la desaparició total

d'aquests sistemes.

3- EIs resultats mostren que existeix una relació entre

les caracteristiques del transport d'aminoacids, tal i com

s'han descrit "in vitro", i la relació de concentracions

d'aminoacids intracel.lulars/plasmatics, tant en

eritrocits com en reticulocits.

4- No sembla existir relació, pero, amb la capacitat deIs

eritrocits de transportar aminoacids entre els organs, la

qual cosa suggereix que els sistemes de transport
d'aminoacids descrits "in vitro" no estan, al menys de

forma principal, directament implicats en el transport
d'aminoacids entre els organs via els eritrocits.
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